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RESUMO

Muitas sdo as causas de perdas econOmicas na aquicultura, em meio a
elas pode-se citar as doengas provocadas por micro-organismos. A
contaminacdo do pescado por micro-organismos patogénicos pode levar a
morte dos animais ou a lesdes nos tecidos, tornando-os inapropriados para o
consumo humano. Dentre as bactérias patogénicas destaca-se o0 género
Aeromonas caracterizado por ser um patdgeno oportunista que pode conter
diversos fatores de viruléncia. Varios fatores ambientais podem afetar a
produtividade de peixes e o desenvolvimento de doencas. No entanto, ndo se
conhece a influéncia dos fatores ambientais sobre a expressdo de genes de
viruléncia em Aeromonas spp.. Deste modo os objetivos do presente estudo
foram avaliar a influéncia dos fatores ambientais sobre o crescimento in vitro, a
viruléncia in vivo e expressao de genes de viruléncia em Aeromonas spp..
Trinta e cinco isolados bacterianos de foram caracterizados por PCR quanto a
presenca de genes de viruléncia (aerolisina, hidrolipase, elastase, lipase,
enterotoxina ast, flagelo lateral laf e flagelo polar fla). Seis isolados contendo
genes de viruléncia foram submetidos a testes de crescimento in vivo em
diferentes pontos de pH, temperatura e amoénia e, também tiveram sua
viruléncia testada in vivo em peixes submetidos as mesmas condicdes
ambientais. Dois pontos de cada variavel ambiental foram determinados para
submissédo dos isolados bacterianos a analise de expressdo génica dos fatores
de viruléncia aerolisina, lipase e fla, mais frequentes na populacédo bacteriana.
A maioria dos genes foi detectada nos isolados analisados, com excegéo do
gene hidrolipase, sendo detectados em maior frequéncia os genes aerolisina,
lipase e fla. Foi verificado que os trés fatores ambientais influenciam o
crescimento de Aeromonas spp. in vitro e, que diferentes pHs e concentracdes
de aménia influenciam a viruléncia bacteriana in vivo. O gene fla demonstrou
ter sua expressao aumentada quando as bactérias sdo submetidas a maiores
concentracdes de amonia. A expressdo do gene aerolisina nado foi influenciada
pelos fatores ambientais e 0 gene da lipase demonstrou ser pouco expresso in
vitro. A expressdo da viruléncia de Aeromonas aponta ser influenciada
principalmente pelo imunocomprometimento do hospedeiro do que pelas

condicdes abidticas a que esta exposta no ambiente antes da infecgéo.



Palavras chaves: Fatores abioticos, Patdgeno oportunista, Expressao génica

ABSTRACT

There are many causes of economic losses in aquaculture, among which we
can mention the diseases caused by microorganisms. The fish contamination
by pathogenic bacteria may lead animals to death or cause tissue injuries,
making them unsuitable for human consumption. Among the pathogenic
bacteria, it can be highlighted the Aeromonas genus characterized as an
opportunistic pathogen that can contain several virulence factors. Many
environmental factors can affect the fish productivity and the development of
diseases. However, the influence of environmental factors on the expression of
virulence genes in Aeromonas spp.. still remains unknown. This study aimed to
evaluate the influence of environmental factors on in vitro growth, on in vivo
virulence and on the expression of virulence genes in Aeromonas spp.. Thirty-
five bacterial isolations were classified by PCR according the presence of
virulence genes (aerolysin, hidrolipase, elastase, lipase, ast enterotoxin, laf
lateral flagellum and fla polar flagellum). Six isolations containing virulence
genes were subjected to in vitro growth tests in different levels of pH,
temperature and ammonia concentration and also had their virulence tested in
fish subjects, under the same environmental conditions. Two points in each
environmental condition were assigned so the bacteria isolations could be
analyzed for gene expression of the three more frequent virulence factors in the
population. Most of the genes were detected in the analyzed isolates, except for
the hidrolipase gene. The more frequent genes were aerolysin, lipase and fla. It
was found that three environmental factors influences the in vitro growth of
Aeromonas spp., and that different pH and ammonia concentrations affect the
bacterial virulence in vivo. The fla was upregulated gene when the bacteria are
subjected to higher ammonia concentrations. The expression of aerolysin gene
was not affected by environmental factors, and the lipase gene was little
expressed in vitro. It was possible to conclude that the expression of the
virulence genes in Aeromonas were more influenced rather by the
immunocompromise of the host than by abiotic conditions that the bacteria is

exposed to the environment before causing the infection.
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1. INTRODUCAO

A carne de peixe constitui uma importante fonte de proteinas, lipideos (como
acidos graxos 6mega-3), além de vitaminas e minerais, oferecendo uma fonte
equilibrada de nutrientes para a alimentacdo humana, sendo por muitas vezes o
alimento mais consumido em muitas regides do mundo (COSTA et al.,, 2013;
CERDEIRA; RUFFINO; ISAAC, 1997).

No entanto, os peixes podem ser acometidos por varias doencas que podem
culminar em perdas econbmicas seja pela morte dos animais ou pelo
desenvolvimento de lesdes na carcaca, 0 que torna a carne inapropriada para o
consumo humano. Um dos patégenos envolvidos com essa perda econdmica € a
bactéria Aeromonas (KUBITZZA, 2005).

Aeromonas spp. Sao caracterizadas por serem micro-organimos pertencentes
a microbiota de muitos animais inclusive dos peixes. Podem possuir muitos fatores
de viruléncia a exemplo da aerolisina, elastase e hidrolipase dentre outros, que
contribuem para o sucesso do estabelecimento e multiplicacdo destas bactérias no
hospedeiro (JANDA; ABBOTT, 2010).

O conjunto ambiente-hospedeiro é determinante para o estabelecimento da
patogenia nas doencas provocadas por este patégeno, uma vez que € um micro-
organismo oportunista. No entanto, ha poucos estudos que descrevam como as
variaveis ambientais podem influenciar a viruléncia de bactérias como a Aeromonas
spp.

Uma forma de se avaliar quais fatores de viruléncia estdo tendo sua
expressdo alterada frente a determinadas condicdes ambientais € por meio da
quantificacdo do mRNA produzido pelo gene responsavel pela codificacdo de
determinado fator de viruléncia. Isso pode ser realizado pela técnica de RT

(Transcriptase Reversa) PCR (Reacao em Cadeia da Polimerase) em tempo real.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Aquicultura
Os peixes constituem uma fonte de proteina animal importante para a
alimentacdo humana em muitos paises, chegando a cerca de 17% da média de

consumo de proteina animal per capita no mundo. Sua producdo, assim como a
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atividade extrativista, geram beneficios sociais e econdmicos (FAO, 2013;
CERDEIRA; RUFFINO; ISAAC, 1997).

A aquicultura mundial destaca-se por contribuir na producédo de produtos de
origem animal, prova disso € que no ano de 2010 este setor produziu 60 milhdes de
toneladas de pescado, sendo a China o maior produtor mundial e o Brasil ficando na
23? posicéo (FAO, 2013).

No ano de 2010 a producédo de pescado no Brasil foi de 1.264.765 t, sendo a
aguicultura continental responséavel por 31,2% deste total e a piscicultura continental
representando 82,3% da producao nacional. A regido nordeste apresentou a maior
producdo de pescado do pais, chegando a 410.532 t neste mesmo ano (MPA,
2012), com taxa de crescimento de 10,8% entre 2000 e 2010 (FAO, 2013). Os
estados da Bahia e Pernambuco produziram no ano de 2010 cerca de 114,000 e
20,000 toneladas de pescado, sendo grande parte deste proveniente da aquicultura
continental, contribuindo para a balanca comercial de pescado do Brasil.

Véarias sdo as espécies pescadas e criadas no territério nacional com
importancia comercial, dentre elas podem se destacar o curimata, tambaqui, pacu,
matrinxa, pirarucu, surubim, carpa, truta, jundia e tilapia, sendo esta ultima uma das
espécies mais produzida no Brasil (IBAMA, 2007; CODEVASF, 2013). A tilapicultura
no Brasil produziu entre os anos de 1995 e 2009 cerca de 121.000 toneladas, com
uma taxa de crescimento ao ano de 17% (KUBITZZA, 2011).

A criacao de peixes pode ser realizada de maneira extensiva, semi-intensiva e
intensiva, sendo que essa Ultima se caracteriza por maior emprego de tecnologia,
monocultivo, elevada densidade de animais e maior controle de alimentacéo e das
variaveis ambientais quando comparada aos demais sistemas (CREPALDI et al.,
2006; PEIXOTO et al., 2010). No Brasil sdo mais comuns os sistemas de produc¢ao
em viveiros de forma extensiva ou semi-intensiva em tanques escavados de chéo,
com destaque ao sistema semi-intensivo em tanques redes no baixo médio S&o
Francisco, na barragem de Xingd, por cooperativas ligadas ao cultivo da tilapia
(CREPALDI et al., 2006).

Condicdes de estresse impostas aos animais como alta densidade, alteracdes
na qualidade da agua como diminuicdo da concentracdo de O, e aumento na
concentracdo de amonia podem propiciar o desenvolvimento de doencgas infecciosas
(FIGUEIREDO; LEAL, 2008).
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Estima-se que no mundo cerca de US$ 9,0 bilhdes por ano séo perdidos em
consequéncia de doencas em peixes (KUBITZZA, 2009). Na Costa Rica, os
prejuizos diretos por doencas infecciosas chegaram a 2,5 milhdes de dolares em
2004. No Brasil, ha escassez de dados quanto a dimenséo das perdas provenientes
de doencas infecciosas, mas ao menos 5% dos peixes com tamanho de mercado
morrem antes de completar o ciclo produtivo, sem considerar os alevinos e juvenis,
estas perdas podem ser provenientes das doencas, 0 que representa uma

estimativa de cerca de R$ 10 milh6es em prejuizos econdmicos (KUBITZZA, 2005).

2.2. Fatores ambientais que afetam a piscicultura

Sabe-se que o pH, a temperatura e a concentracdo de amodnia na agua
influenciam o desenvolvimento de peixes (FERREIRA et al., 2001; ROJAS et al.,
2001; MOURA et al., 2007). Rojas et al., (2001) observaram efeito significativo para
o crescimento de larvas de Curimbata (Prochilodus lineatus) submetidas a diferentes
condicbes de temperatura e alcalinidade, assim como Moura et al., (2007) que
verificaram influéncia da temperatura sobre o metabolismo e desempenho de tilapias
do Nilo.

2.2.1. pH

O pH é uma das variaveis mais importantes da qualidade da agua (UNESCO,
1983). Body (1990) cita que os valores de pH da agua adequados a aquicultura
estdo entre 6 e 9, sendo que valores abaixo de 4,0 ou acima de 11,0 causam
mortalidade dos peixes além disso o0 mesmo autor menciona que fatores como o
fotoperiodo e a concentracdo de matéria organica afetam este parametro. El-Sherif e
El-Feky (2009) mencionam que as tilapias quando expostas a pHs acima de 8,0 e
abaixo de 7,0 apresentam reducdo de crescimento, reducdo do ganho de peso e
reducdo do consumo alimentar.
Mercante et al., (2007), relatam que o pH da &gua apresenta variagdo quanto ao
fotoperiodo sendo mais elevado durante o dia do que durante a noite e inicio da
manha devido a fotossintese que ocorre nos ambientes aquaticos. Em sistemas de
grande produtividade, onde ha maior presenca de matéria organica, ha tendéncia de
geracdo de algas com aumento da alcalinidade do ambiente aquéatico, o que deve
ser um preocupacdo (KUBTIZZA, 2000). E, quando expostas a baixo pH as tilapias
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apresentam sinais de producdo de muco em excesso, inflamacdo nas branquias e
necrose (KUBTIZZA, 2000).

2.2.2. Temperatura

A temperatura pode influenciar de diversas maneiras a piscicultura seja na
reducdo do consumo alimentar, disfungcbes reprodutivas ou aumento na
susceptibilidade a doencas (SUN et al., 1992; JUSTI et al., 2005; KUBTIZZA, 2005).

As tildpias sé@o peixes tropicais de origem africana, apresentando uma zona
de conforto térmico que varia entre 27 e 32 °C, sendo que a temperatura de 18 °C o
sistema imunologico dos peixes pode se encontrar deprimido (OSTRENSKI,
BOEGER, 1998). Sun, Chen e Chang (1992) demonstraram que tilapias quando
submetidas a temperaturas baixas elevam as taxas de cortisol, e aumento de glicose
sanguinea, o0 que estaria diretamente relacionado com o estresse predispondo assim
a doengas.

As alteracdes provocadas por temperatura podem ser demonstradas em trés
estagios. Em um primeiro estagio ocorre a liberacdo de catecolaminas ativando o
sistema neuroendécrino com resposta conseguinte do sistema corticotropina-
interrenal, secundariamente ocorrem alteracdes hematoldgicas, osmoticas com
metabolitos e catabdlitos no sangue, e por Ultimo uma terceira etapa que inclui
diminuicao de crescimento, reducéo de fertilidade e o0 aumento da susceptibilidade a
doencas (MAZEAUD et al., 1977; LUSHCHAK, 2011).

2.2.3. Amonia

Comumente encontrada em ambientes aquaticos, a amobnia pode ser
proveniente da degradacdo da matéria organica e a excre¢do de peixes teledsteos
e, pode ser utilizada por micro-organismos como fonte de energia (LANGER,;
VARGAS, 2004; KUCUK, 2014). Altas concentracbes de amonia na agua podem
causar diminuicdo de crescimento, alteragfes fisiologicas e morte aos animais
(BODY, 1990; WEISS; ZANIBONI-FILHO, 2009).

A amonia existe sob duas formas em ambientes aquaticos, a amonia nao
ionizada (NH3) que é tOxica para 0os peixes e a amonia ionizada (NH4;) que néo
apresenta toxidez aos peixes (KUCUK, 2014), sendo que a toxidez é dependente de
outros fatores como a temperatura e o pH da agua (HARGREAVES,; TUCKER,
2004).
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Em sistemas de criacdo com maior controle sobre a qualidade da agua as
concentracdes de amonia dificilmente chegam as doses letais, porém podem causar
retardo no crescimento dos animais e maior susceptibilidade a doencas
(HARGREAVES; TUCKER, 2004). A concentracdo de amonia total na agua entre
valores de 0,4 e 1,0 mg/L é considerada aceitavel, jA os niveis de ambnia néo
ionizada ndo deve ultrapassar 0,5 mg/L (LANGER; VAGAS, 2004). Segundo El-
Sheby e Gab (2011) e EI Sherif e El-Feky (2008), a concentracdo de amoénia em
sistemas de criacdo de peixes ndo deve ultrapassar o limite de 0,1mg/L a fim de n&o
causar interferéncias como queda de producao.

Alteracdes nos ambientes aquaticos de piscicultura podem tornar os peixes

mais sensiveis a contrair doencas (GAZZOLA, 2003).

2.3. Doencgas que provocam perdas na piscicultura

Os peixes podem ser afetados por um grande numero de patologias causadas
por protozoarios, virus, fungos, parasitas e bactérias que podem ocasionar a morte
do animal ou lesdes nos tecidos, tornando o pescado inapropriado para a
alimentacdo humana (PAVANELLI et al., 2002).

Dentre as principais enfermidades infecciosas comuns nos sistemas de

piscicultura pode-se mencionar as causadas pelo Flavobacterium columnare que é
capaz de causar alteracdes na pele como lesdes acinzentadas ou amareladas que
podem progredir para ulceracfes além de causar alta mortalidade (DURBOROW et
al.,, 1988), pelo Streptococcus agalactiae que ocasiona ulceracdes em toda
superficie corporal (CODEVASF, 2013), pelas Pseudomonas spp. que ocasionam
sinais como peritonite, e pelas Aeromonas (FIGUEIREDO; LEAL, 2008;
CODEVASF, 2013). Dentre as enfermidades bacterianas de organismos aquaticos a
septicemia ocasionada por Aeromonas spp. (KUBITZZA, 2005) vem sendo
amplamente estudada devido ao carater zoondtico deste patdégeno e por causar
perdas econdmicas para piscicultura.
As infec¢cdes por Aeromonas spp. em peixes Sao caracterizadas por apresentarem
edema abdominal, dermatites e, Ulceras profundas, sdo também comuns em
nadadeiras e cabeca (Figura 1), além da presenca de exoftalmia (CODEVASF,
2013). Sdo amplamente distribuidas em ambientes aquaticos como rios, lagos e
tanques de piscicultura sendo consideradas da microbiota destes ambientes
(ABEYTA et al., 1990).
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Figura 1. Sinais clinicos e alteragbes patoldgicas encontrados em peixes infectados com Aeromonas.
A e C: dermatite em regido de corpo e cabeca, respectivamente; B: dermatite necrosante; C:
dermatite necrosante ulcerada; D: nadadeiras cerradas e presenca de areas de dermatite em todo
corpo; E: liquido na cavidade abdominal; F: ascite evidenciada pelo aumento de volume abdominal.
Fonte: Arquivo pessoal, (2014).

2.4. Caracterizacao do género Aeromonas spp.

As Aeromonas sao organismos emergentes encontrados em diversos tipos de
ambientes como agua, leite, solo, alimentos de origem animal processados e nao
processados, congelados, resfriados e descongelados além de vegetais, podendo
resistir a diferentes condicdes ambientais, além de fazer parte da microbiota de
animais como peixes, anfibios e répteis (PALUMBO et al., 1989; SEM; RODGERS,
2004; RODRIGUES, 2007; SANTOS et al., 2010; CERESER et al., 2013).

As Aeromonas pertencem a familia Aeromonadaceae, sendo que de acordo
com Garrity et al.,, (2004) esta familia compreende o0s géneros: Aeromonas,
Oceanimonas e Tolumonas. Dentro do género Aeromonas foram descritas as
espécies A. hydrophila, A. bestiarum, A. salmonicida, A. caviae, A. media, A.
eucrenophila, A. sobria, A. veronni, A. jandaei, A. schubertii, A. trota, A.
allosaccharophila, A. encheleia, A. popoftii. Sendo que as espécies A. hydrophila, A.
caviae, A. sobria, A. veronii e A. schubertii sdo consideradas de importancia clinica
(FRANZOLIN, 2004; NAM; JOH, 2007; MARQUES, 2011).

As Aeromonas sdo bacilos gram negativos curvos ou retos de 0,5- 0,8 x 3,0-
4,0 um, anaerébios facultativos, catalase-positivos e possuem motilidade flagelar
com excecdo da espécie A. salmonicida. S&o fermentadores de glicose, com
crescimento ideal & 28 °C, mas podem crescer entre 25 e 37 °C. Podem ser
cultivados em agar MacConkey a 27 °C por 24 horas em pH 7,0 ou levemente



26

alcalino. As Aeromonas podem ser encontradas sob a forma de vida livre ou
associadas a animais como répteis e peixes (QUINN et al., 1994; ISONHOOD;
DRAKE, 2002). Sdo comuns em agua doce, esgoto e solos, em sistemas de
distribuicdo de agua potavel e leite. A concentracdo deste micro-organismo nestes
ambientes aumenta em funcdo da maior quantidade de matéria organica presente
(FRANZOLIN, 2004).

Ocasionalmente as Aeromonas spp. causam infec¢des em humanos podendo
levar a quadros de septicemia e diarréia em criancas e pessoas
imunocomprometidas de todas faixas etérias, além de intoxicacé@o alimentar como no
caso da “diarréia do viajante” (QUINN et al., 1994; FRANZOLIN, 2004).

Diferentes condicbes de estresse entre 0s peixes podem fazer com que
diferentes niveis de patogenicidade sejam verificados nos animais, como O0s
referentes a qualidade da &gua, as préticas de cultivo, a alimentacdo e as interacdes
biolégicas. Grande parte dos micro-organismos causadores de patologias pode fazer
parte da microbiota natural do animal, como a Aeromonas hydrophila que esta
presente em peixes de dgua doce e € considerada um patégeno oportunista (QUINN
et al., 1994; OBA et al., 2009; SILVA, 2010).

Kirov (1993) observou que linhagens de Aeromonas capazes de produzir
fatores de citotoxicidade como producdo de enterotoxinas eram contaminantes de
agua e alimentos o que representa um risco a saude humana. Kozinska et al., (2002)
conseguiram isolar 34 isolados de Aeromonas spp. a partir de carpas doentes e
saudaveis além de amostras de agua. Oliveira et al., (2013) conseguiram isolar
Aeromonas spp. a partir de pele de peixes ndo comercializados e de figado de

peixes comercializados em uma frequéncia de 33%.

2.5. Genes relacionados a viruléncia em Aeromonas spp.

As Aeromonas spp. produzem fatores de viruléncia que estdo envolvidos com
a colonizacao, estabelecimento e replicacdo bacteriana nos tecidos do hospedeiro
causando lesdes e até morte (VILCHES et al., 2004).

As Aeromonas produzem varios tipos de proteases que provocam danos aos
tecidos colaborando com o estabelecimento da infeccdo (FRANZOLIN, 2004).
Entretanto a viruléncia é considerada multifatorial e, entre os fatores de
patogenicidade pode-se mencionar aqueles produtos extracelulares biologicamente

ativos como citotoxinas, enterotoxinas, hemolisina, proteases, leucocidina,



27

fosfolipases, endotoxinas, elastase, diastase, lisina oxidase, DNase e gelatinase
(QUINN et al., 1994; FRANZOLIN, 2004). Ainda pode se citar estruturas da célula
como pili, proteinas de membrana externa, flagelos, lipopolissacarideos e capsula
proteica (JANDA, 1991).

Varios genes ja foram descritos como relacionados a viruléncia de Aeromonas
spp. com mecanismo de participacdo no sistema de secrecao tipo Ill, podendo-se
mencionar 0s genes para aerolisina ou enterotoxina citotoxica com potencial de
causar atividade hemolitica, citotoxica e enterotoxica e 0s genes ast e alt
relacionados a producdo de citotoxinas enterotoxicas, contudo estas ndao causam
degeneracdo das vilosidades intestinais. Outras moléculas produzidas por este
sistema incluem as proteases como a elastase (GRIM et al., 2013).

O gene ast esta relacionado com a producéo de uma cadeia polipeptidica de
44 KDa formando uma enterotoxina citotdnica secretada pelo sistema tipo Ill, este
mecanismo causa em células hospedeiras edema intersticial em roedores e também
dos niveis de amp ciclico nas mucosas celulares (CHOPRA; HOUSTON, 1999).

O gene codificante da toxina aerolisina € responsavel por expressar
informacdes para sintese de uma proteina de 55 KDa com potencial de causar
hemdlise (exotoxina) e participar da instalacdo de processos infecciosos
septicémicos, além de degeneracdo das criptas e vilosidades intestinais
(CHACKRABORTY et al.,, 1987; CHOPRA; HOUSTON, 1999). O mecanismo de
viruléncia relacionado a proteina codificada por esse gene consiste em formar poros
na membrana da célula hospedeira. De acordo com Guerra et al., (2007) e Marques
(2011), isolados de Aeromonas spp. provindos de surtos de diarréia em pessoas
comprovam a associagao da presenca deste gene aos quadros de diarréia.

A elastase uma proteina de 38 KDa sintetizada através da expresséo do gene
ahpB, € um dos fatores mais importantes da viruléncia em Aeromonas spp.
contribuindo com a capacidade elastolitica da célula bacteriana (CASCON et al.,
2000). Esta proteinase atua quebrando ligacBes peptidicas entre aminoacidos e
proteinas causando danos aos tecidos, a exemplo da interrup¢do da formacdo de
imunoglobulinas, o que diminui assim a atividade do sistema mononuclear fagocitico
implicando na patogenia da infecgdo (HORWITZ et al., 1999).

A lipase é uma enzima de 67 KDa expressa pelo gene lip, e acredita-se que a
lipase produzida pela Aeromonas spp. esteja relacionada com alteracdes nas

membranas celulares das células hospedeiras interferindo na resposta imune
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(ANGUITA et al., 1993), além de atuar na manutencdo e proliferacdo da bactéria,
interferindo em cascatas imunoldgicas do hospedeiro como na liberagcéo de cinases,
sem provocar um dano tecidual direto (SCHMIEL; MILLER, 1999).

De acordo com Anguita et al. (1993) a mais alta atividade enzimatica da
lipase em Aeromonas spp. foi detectada a um pH de 7,2 e temperatura de 37 °C. De
acordo com Cascén et al., (1996) o gene hidrolipase também possui atividade de
producdo de uma enzima com atividade lipolitica do mesmo grupo das lipases.

Canals et al., (2006) demonstraram a presenca do gene flagelar lateral (laf)
em Aeromonas hydrophila AH-3, sendo este fator de viruléncia relacionado a
aderéncia das bactérias e formacao de biofilme. O gene laf tem sido relacionado a
viruléncia pela expressao de flagelos (PABLOS et al., 2010).

O gene fla é responséavel pela expressédo da estrutura do flagelo polar em
Aeromonas, apresentando como principal funcdo a motilidade da bactéria em meio
aquoso constituindo assim um importante meio de fuga do sistema imunoldgico além
de contribuir com a formacao de biofilme (KIROV, 1993; SANTOS et al., 2010).

O biofilme € um mecanismo de viruléncia bacteriana caracterizado como um
acumulo de bactérias embebidas em uma matriz de polissacarideos produzidos
pelos proprios micro-organismos. Essa estrutura fica firmemente aderida a uma
superficie constituindo assim um mecanismo de aderéncia, colonizacdo e protecao
destes organismos (KIROV et al., 2002). A medida que a densidade de bactérias
aumenta em uma superficie, moléculas auto-indutoras acumulam-se levando a
expressdo de varios genes especificos que podem estar relacionados a fatores de
viruléncia (TRENTIN; GIORDANI; MACEDO, 2013).

2.6. Influéncia dos fatores ambientais sobre crescimento de Aeromonas spp.

Sabe-se que alguns fatores ambientais como concentracdo de sais, pH e
atmosfera podem influenciar a sobrevivéncia da bactéria em alimentos a baixas
temperaturas (PALUMBO et al.,, 1989). Por ser uma bactéria aerdbia, a
concentracdo de oxigénio também determina maior deterioracdo do meio de cultivo
e crescimento das Aeromonas (PALUMBO et al., 1988).

Resultados tém sido demonstrados que isolados de Aeromonas podem
apresentar diferentes niveis de atividade patogénica, correlacionados a fatores de
viruléncia como produgcdo de toxinas e motilidade, a depender de condi¢des
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ambientais tais como temperatura (OLIVIER et al., 1981), pH e concentragcao de sais
in vitro (DELAMARE et al., 2000).

2.7. Deteccao e quantificacdo de genes de viruléncia

Genes relacionados com expressédo de fatores de viruléncia podem ser
detectados em isolados bacterianos pela amplificacdo do DNA por meio da Reagao
em Cadeia da Polimerase (PCR) por ser uma técnica altamente sensivel e
especifica (CASCON et al., 1996). Esta técnica molecular tradicional permite a
identificagdo de genes de viruléncia em isolados bacterianos através da utilizagéo de
iniciadores especificos para uma determinada regido gendmica (MORENO;
AGUDELO-FLOREZ, 2010).

A técnica consiste na amplificacdo de fragmentos de um DNA alvo em ciclos
gue se repetem em trés etapas: desnaturacdo, anelamento e extensdo. Para que a
reacdo aconteca é necessaria a presenca de iniciadores especificos para o gene a
ser estudado, desoxiribonucleotideos, de um tampédo contendo co-fatores como o
MgCl, e, da enzima DNA Polimerase (EISENSTEIN, 1990).

Entretanto a PCR convencional ndo fornece a possibilidade de quantificacéo
de material genético transcrito. Uma variante dessa técnica € PCR em tempo Real
(gPCR), que além de ser utilizada para deteccdo de genes de viruléncia, a mesma
permite sua quantificacdo, permitindo o monitoramento em tempo real da
amplificacdo por meio da captura de intensidade de um fluor6foro que é adicionado
a reacao (MELO, 2006). Segundo o mesmo autor a qPCR permite a quantificacdo da
expressdo de um dado gene por meio da quantificacdo de mRNA através da anélise
do cDNA (DNA complementar) que é sintetizado através da técnica de RT-PCR
(Transcriptase Reversa — Reagao em Cadeia da Polimerase).

A gPCR possui duas vertentes: quantificacdo absoluta e quantificagcéo relativa
(DECOSTE; GADKAR; FILION, 2011). A quantificacdo absoluta baseia-se na
comparacao da amplificacdo da amostra de interesse com um padrdo cujo numero
de moléculas é conhecido (curva padrdo). Esse tipo de analise geralmente é
utilizada para deteccéo e quantificacdo de patdgenos como virus (BUSTIN, 2000;
PFAFFL, 2004) e bactérias. Trakhna et al., (2013) utilizaram a gPCR para
quantificacdo de Aeromonas hydrophila como método alternativo a técnica de
membrana filtrante. Ja a quantificacdo relativa baseia-se na comparacdo da

amplificacdo do gene avaliado com um gene constitutivo (PFAFFL et al., 2004).
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O primeiro passo para realizacdo da PCR em tempo real é o delineamento
dos iniciadores especificos para o gene de interesse, que ndo sejam auto
complementares e que nado formem grampos (D’HAENE; VANDESOMPELE;
HELLEMANS, 2010).

Para realizacdo da gPCR relativa o emprego do gene constitutivo se faz
indispensavel. Genes constitutivos sdo aqueles que ndo possuem variacdo nos
niveis de transcritos se expostos as condi¢cdes experimentais (SAVLI et al., 2003).

A gPCR vem sendo amplamente usada no estudo da expressao génica em
micro-organismos, como no trabalho realizado por DeCoste et al., (2011) que
avaliaram a influéncia de certos compostos de plantas sobre a expressao génica de
alguns genes de Pseudomonas sp.. Um estudo realizado por Brudal et al. (2013)
utilizando a bactéria da espécie Franciella spp. analisou varios genes constitutivos
(genes da DNA girase (gyrA), subunidade da RNA polimerase (RpoD), DNA
polimerase | (polA), divisor de proteina celular (ftsZ), membrana protéica (fopA),
biossintese da proteina riboflavina (ribC), RNA ribossomal 16S (16S rRNA), DNA
helicase (uvrD) para apontar qual seria o melhor quando estes eram submetidos a
diferentes condi¢Oes de suplementacdo de Ferro e, obtiveram melhores resultados
para o RpoD, 16S rRNA, fopA e o GyrA. Fato que demostra a importancia de se
testar varios genes constitutivos na realizacéo desse tipo de estudo.

3. JUSTIFICATIVA

Aeromonas spp. € uma bactéria que pode possuir muitos fatores de viruléncia
qgue influenciem sua patogenia (tanto em animais quanto em humanos). Sabe-se
que dentre as diversas causas de perdas econémicas na piscicultura, as doencas
provocadas por estas bactérias devem ser ressaltadas, uma vez que podem ser
letais para os peixes ou podem afetar a qualidade da carne dos mesmos pela
presenca de lesbes. Sabe-se que esses patdgenos s&o oportunistas e atacam
peixes debilitados ou sob condi¢des de estresse, mas pouco se sabe sobre 0 inicio
do processo de infeccdo influenciado por pardmetros ambientais a que esses
organismos estdo submetidos. Desta maneira devido ao pouco conhecido sobre a
expressdo dos genes de viruléncia deste patdogeno sob diferentes condicbes

ambientais, é necesséria a realizacdo de trabalhos que investiguem esse aspecto.

4. OBJETIVOS
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4.1. Objetivo geral

Avaliar o efeito do pH, temperatura e concentracdo de amodnia sobre o

crescimento e viruléncia de Aeromonas spp., assim como sobre a expressédo de

alguns genes de viruléncia.

4.2. Objetivos especificos

1.

Identificar a presenca de genes de viruléncia (aerolisina, hidrolipase, elastase,
lipase, ast, laf e fla) em isolados de Aeromonas spp.;

Avaliar o efeito de pH, temperatura e concentragdo de amoénia sobre o
crescimento in vitro de Aeromonas spp. e sobre a viruléncia dessa bactéria,
segundo a mortalidade de tildpia do Nilo inoculada com isolados de
Aeromonas spp. contendo os genes de viruléncia;

Avaliar o efeito do pH, temperatura e concentragdo de aménia sobre a
expressdo de trés genes de viruléncia identificados em isolados de
Aeromonas spp.;

Determinar dentre os fatores pH, temperatura ou concentracdo de amonia
qual apresenta maior influéncia sobre a expressdo de determinados fatores

de viruléncia.

5. MATERIAL E METODOS

5.1. Autorizacdo do Comité de ética

Esse projeto foi realizado segundo autorizagdo da comissdo de ética no uso

de animais (CEUA) da Universidade Federal do Vale do Sao Francisco sob o
Protocolo n°® 0001/111213.

5.2. Fluxograma



32

Analise da frequéncia de genes de viruléncia na bacterioteca
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5.3. Local

O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Microbiologia e
Imunologia Animal no Campus de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do
Vale do Séo Francisco (UNIVASF) de Petrolina/PE/Brasil.

5.4. Isolados bacterianos

No presente estudo foram utilizados isolados de Aeromonas spp. que se
encontram armazenados na bacterioteca do Laboratério de Microbiologia e
Imunologia Animal. Esses isolados s&o oriundos da Barragem de Sobradinho/BA e
do Projeto Bebedouro da CODEVASF/PE. Foram coletados amostras de peixes
obtidas de rim, tegumento, intestino e lesdes de tilapias do Nilo e pacamas
(Lophiosilurus alexandri) com e sem sintomatologia clinica, isolados entre os anos
de 2010 e 2012.
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5.5. Analise da presenca de genes de viruléncia em Aeromonas spp.

5.5.1. Deteccao dos genes de viruléncia

Foram genotipados 35 isolados de Aeromonas spp. para 0s genes aerolisina,
hidrolipase, elastase, lipase, ast, laf e fla relacionados a viruléncia de Aeromonas
spp. por PCR seguida de eletroforese em gel de agarose.

Os DNAs desses isolados foram extraidos por um método de choque térmico
(SA et al., 2013).

Os iniciadores utilizados nas PCRs estdo descritos na Tabela 1. Amostras

negativas foram analisadas em duplicata.

Tabela 1. Iniciadores utilizados nas Rea¢gdes em Cadeia da Polimerase para detecgdo dos genes de
viruléncia nos isolados.

Gene Iniciador Sequéncia (5' - 3") Tamanho Referéncia
do
fragmento
em pares
de bases
Aerolisina aer-F CCTATGGCCTGAGCGAGAAG 431 (HOWARD et
aer-R CCAGTTCCAGTCCCACCACT al., 1987)
Hidrolipase  Lip-F AACCTGGTTCCGCTCAAGCCGTTG 760 (CASCON et al.,
Lip-R TTGCTCGCCTCGGCCCAGCAGCT 1996)
Elastase ahyB-F ACACGGTCAAGGAGATCAAC 540 (SEN, 2005)
ahyB-R CGCTGGTGTTGGCCAGCAGG
Lipase pla/lip-F ATCTTCTCCGACTGGTTCGG 383 - 389 (SEN, 2005)
pla/lip-R  CCGTGCCAGGACTGGGTCTT
Enterotoxina ast-F TCTCCATGCTTCCCTTCCACT 331 (SEM;
(ast) ast-R GTGTAGGGATTGAAGAAGCCG RODGERS,
2004)
Flagelo laf_F GGTCTGCGCATCAACTC 550 (GAVIN, 2003)
lateral (laf) laf_R GCTCCAGACGGTTGCTG
Flagelo fla F TCCAACCGTYTGACCTC 608 (SANTOS et al.,
polar (fla) flaR GMYTGGTTGCGRATGGT 2010)

Para o gene aerolisina, o0 mix para PCR continha tampé&o de enzima 1X (10
mM de Tris-HCI pH 8,5, 50mM de KCI), 2,00mM de MgCl,, 0,4 mM de dNTPs, 2,5 U
de Taqg DNA polimerase, 0,24 pM de iniciadores e 4,0 uL de DNA molde néo
quantificado, totalizando um volume total de 25 pL. A PCR se iniciou com uma fase
de desnaturacdo a 94 °C por 30 segundos, depois o anelamento a 55,5 °C por 30
segundos e extensao a 72 °C por 30 segundos. Ao final de 35 ciclos houve uma

extensao final a 72 °C por 10 minutos.
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Para a amplificacdo do gene hidrolipase o mix da reagédo foi composto por
tampao de enzima 1X (10 mM de Tris-HCI pH 8,5, 50 mM de KCI), 2,0 mM de MgCl,,
0,4 mM de dNTPs, 2,5 U de Tag DNA polimerase, 0,4 uM de iniciadores e 4,0 uL de
DNA molde ndo quantificado. Totalizando um volume total de 25 pL. As reacdes de
PCR possuiram as seguintes etapas: Desnaturagdo inicial a 94 °C por um minuto,
anelamento do iniciador a 62°C por 1 minuto, e extensdao do DNA a 72 °C por 1
minuto e 30 segundos, ao fim de 40 ciclos foi realizada uma extensao final a 72 °C
por 5 minutos.

O gene elastase foi amplificado em uma reacdo contendo tampé&o de enzima
1X (10 mM de Tris-HCI pH 8,5, 50 mM de KCI), 1,2 mM de MgCl;, 0,4 mM de
dNTPs, 1,5 U de Taq DNA polimerase, 0,4 uM de iniciadores e 4,0 uL de DNA molde
nao quantificado, totalizando um volume total de 25 pL. Sendo realizadas as
seguintes etapas: desnaturacdo inicial de 94 °C por 1minuto, anelamento do
iniciador a 58 °C por 30 segundos, extensdo do DNA a 72 °C por 2 minutos, depois
de 40 ciclos foi realizada uma extensdo final de 72 °C por 5 minutos.

Para amplificar o gene lipase, a reacdo de PCR foi composta por tampéao de
enzima 1X (10 mM de Tris-HCI pH 8,5, 50 mM de KCI), 1,5 mM de MgCl,, 0,2 mM de
dNTPs, 2,5 U de Taq DNA polimerase, 0,2 uM de iniciadores e 4,0 uL de DNA molde
nao quantificado. Totalizando um volume total de 25 pL. A ciclagem foi:
Desnaturacéo inicial a 95 °C por 15 minutos, seguida de 30 ciclos com temperatura
de desnaturacdo de 95 °C por 45 segundos, anelamento do iniciador a 55 °C por 45
segundos, enlongamento da fita de DNA a 72 °C por 1 minuto e um ciclo final de 72
°C por 7 minutos.

Para a caracterizacdo do gene ast a reacdo de PCR contou com um mix
composto por tampao de enzima 1X (10 mM de Tris-HCI pH 8,5, 50 mM de KCI), 2
Mm de MgCl,, 0,2 mM de dNTPs, 1,0 uM de iniciadores, 2,5 U de Tag polimerase e
5 uL de DNA molde ndo quantificado. As etapas de PCR para esta reacdo foram de
desnaturacao inicial a 95 °C por 5 minutos, com 25 ciclos compostos por
desnaturacdo a 95 °C por 25 segundos, anelamento do iniciador a 55 °C por 30
segundos e extensao a 72 °C durante 1 minuto.

Para a caracterizagdo da presenca do gene laf a reacdo constou de tampéao
de enzima 1X (10 mM de Tris-HCI pH 8,5, 50 mM de KCI), 2 mM de MgCl,, 0,4 mM
de dNTPs, 0,4 uM de cada iniciador, 2.5 U de Taq polimerase e 10 uyL de DNA

molde n&o quantificado. Os ciclos de amplificacdo constaram de uma desnaturacao
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inicial a 94 °C por 2 minutos, seguida de 30 ciclos de desnaturacédo a 94 °C por 45
segundos, anelamento por 45 segundos a uma temperatura de 56 °C e extensao a
72 °C por 90 segundos. Em seguida, houve uma extenséo final a uma temperatura
de 72 °C por 10 minutos.

Para identificacdo do gene fla o mix de PCR foi composto por um tampéao de
enzima 1X (10 mM de Tris-HCI pH 8,5 50 mM de KCI), 2 mM de dNTPs, 0,8 uM de
iniciadores, 2,5 U de Tag DNA polimerase e 5 uL de DNA molde ndo quantificado.
As etapas de PCR possuiram as mesmas condi¢ces utilizadas para a amplificacdo

do gene ast.

5.5.2. Andlise dos produtos de PCR

Os resultados das PCRs foram visualizados através da técnica de
eletroforese em gel de agarose a 1,5 % e observados sobre luz UV em um
transluminador, sendo as imagens capturadas por um fotodocumentador para
arquivamento. As corridas aconteceram a 110 V e 90 mA durante duas horas. O
tampéao de corrida utilizado foi o TBE 1X (90 mM Tris base, 90 mM &cido bérico e 2
mM EDTA pH 8,0).

5.6. Escolha dos isolados a serem utilizados nos testes de crescimento
bacteriano, de viruléncia bacteriana (segundo a analise de mortalidade de

tilapia do Nilo inoculada com Aeromonas spp.) e, de expressao génica

Segundo os resultados da verificacdo da presenca dos trés genes de
viruléncia mais frequentes, verificados segundo as analises de PCRs anteriormente
descritas, foram escolhidos seis isolados de Aeromonas spp. para serem utilizados
nos testes de crescimento bacteriano, analise de viruléncia (segundo a mortalidade
de tilapia do Nilo) e de expressao génica.

Para isso, foi considerada a presenca de trés genes, sendo um gene
relacionado com a necrose tecidual no processo de infeccéo (aerolisina), um gene
relacionado a alteragbes nas membranas das células hospedeiras (lipase) e um
gene relacionado a producéo de biofilme (fla). Os seis isolados continham pelo

menos dois desses genes.

5.7. Sequenciamento genético dos isolados
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Apés escolha dos seis isolados de Aeromonas spp. estes, foram
sequenciados para confirmacédo do género Aeromonas spp.

Para isto os seis isolados foram replicados em meio de cultura TSA,
incubados a temperatura de 28 °C durante 24 horas em estufa bacterioldgica para
extracdo de DNA gendmico através da técnica de choque-térmico (SA, et al 2013).

O DNA bacteriano foi amplificado por PCR, através da utilizacdo dos
iniciadores universais de procariotos 13R e 516F (FREDERICKS; RELMAN, 1998). A
reacao constou de tampéo de enzima 1x (10 mM de Tris-HCI pH 8,5 50 mM de KCI),
1,6 mM de MgCl;, 0,16 mM de dNTPs, 0,4 mM de cada iniciador, 2.5 U de Taq
polimerase e 2 pL de DNA molde nao quantificado em um volume final de 20 pyL. Os
ciclos de amplificacdo foram constituidos de uma desnaturacao inicial a 94 °C por 3
minutos, seguido de 30 ciclos de desnaturacdo a 94 °C por 30 segundos,
anelamento especifico do iniciador a 55 °C por 30 segundos e extensdo a 72 °C por
30 segundos, sendo que no final houve uma extensao final a uma temperatura de 72

°C por 7 minutos.

Apos realizacdo da PCR, as amostras foram analisadas através da técnica de
eletroforese em gel de agarose a 1,5 % a 100 V, 110 mA durante 2 horas e o gel foi
corado com brometo de etideo. As bandas foram entdo recortadas e purificadas com
auxilio do Kit PureLinkTM (Invitrogen®) e submetidas ao sequenciamento em
laboratorio particular. Os eletroferogramas foram analisados pelo programa PHRED
para verificar a qualidade das sequéncias, onde as sequéncias com qualidade
PHRED acima de 20 foram analisadas com a ferramenta Basic Local Align

Sequence Tool — (BLAST, 2014) para confirmacao de género.

5.8. Influéncia de fatores ambientais pH, temperatura e concentracdo de

amoOnia sobre crescimento bacteriano in vitro

5.8.1. Obtencé&o do in6culo bacteriano

Para o preparo do inoculo bacteriano a ser semeado na analise de
crescimento das bactérias sob diferentes condicbes ambientais, os seis isolados de
Aeromonas spp. foram cultivados, individualmente, em meio de cultura Tryptic Soy

Agar (TSA) em estufa bacteriologica a 28 °C por 24 horas. Os isolados cultivados
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foram transferidos para tubos de vidro contendo 8 ml de solugéo salina 0,85 % e, em
seguida agitados em vortex.

Os isolados foram entdo quantificados com o auxilio de um espectrofotometro
visivel 325-1000 nm V-1100-PRO-ANALISE® e ajustados quanto a sua
concentracdo com solucdo salina 0,85 % para a escala 0,5 MC FARLAND que
corresponde a 2,40 x 10° bactérias/ml de solucéo salina. A mensuracdo da escala
0,5 MC FARLAND foi obtida através de leitura a 580 nm, apresentando uma O.D.
(densidade optica) de 0,167 (OLIVEIRA, 2014).

Em seguida foram realizadas diluicbes para determinagdo da concentracéo
adequada para contagem de colbnias bacterianas, isto €, aquela resultante no
crescimento de 30 a 300 colénias. Para isso, foi realizada uma diluicdo seriada
colocando-se 1 ml da solug¢do bacteriana com a turvacdo adequada da escala 0,5
MC FARLAND) em 9 ml de solucéo salina, obtendo-se as diluicées de 10, 10?, 10°
310, 10°, 10°, 107, 108 107°. Estas diluices foram semeadas em aliquotas de
100ul com auxilio de alca de Drigalsky sobre a superficie de placas contendo meio
de cultura TSA (Método Spread Plate) (OLIVEIRA, 2011) e incubadas em estufa
bacteriolégica a 28 °C durante 24 horas. Essas andlises foram realizadas em
triplicata.

A diluicdo adequada a contagem de colbnias bacterianas (Unidades

Formadoras de Colbnias- UFC) foi adotada nos experimentos subsequentes.

5.8.2. Determinagdo da influéncia de diferentes condigbes ambientais no
crescimento de Aeromonas spp. in vitro

Para verificar a influéncia dos fatores ambientais pH, temperatura e
concentracdo de amoénia sobre o crescimento de Aeromonas. spp., foram escolhidos
cinco pontos de variacdo de cada fator (incluindo o ponto ideal para crescimento
bacteriano) (OLIVEIRA et al., 2008).

Foram utilizados os seis isolados de Aeromonas. spp. obtidos segundo o item
5.6. Estes isolados foram submetidos as diferentes condi¢Bes de pH, temperatura e
concentracfes de amodnia. Foram realizados experimentos independentes para cada
fator ambiental. Os seis isolados foram analisados em triplicata em cada
experimento. Para os trés experimentos in vitro de pH, temperatura e concentracao
de amoénia os isolados foram sempre quantificados por espectrofotometria e diluidos

em solucéo salina como descrito no item 5.8.1.
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5.8.2.1. Condic¢0Oes de cultivo in vitro para os diferentes pHs avaliados

Para cultivo in vitro foi utilizado meio de cultura TSA estéril através de
autoclavagem a 120 °C durante 15 minutos.

A modificacdo do pH do meio de cultura ocorreu pela adicdo de solucdes a 1
M de &cido cloridrico e de hidroxido de sbdio, sendo esta Ultima esterilizada em
autoclave por 15 minutos a 120 °C. Ambas solugdes foram mantidas em geladeira
até sua utilizacao.

As solucdes foram adicionadas ao meio de cultura ainda liquido a temperatura
em torno de 37 °C e, com o auxilio de um pHmetro (Microprocessado Digital de
Bancada Modelo DLA-PH) foram obtidos os pontos desejados de pHs 5,0; 7,0; 8,0;
9,0 e 10, sendo o pH 7,0 considerado o pH controle de acordo com Cereser et al.,
(2013). O preparo das placas foi realizado em capela de fluxo laminar horizontal
esterilizada com alcool 70% e as placas foram submetidas a luz ultravioleta durante
30 minutos antes da utilizacdo, assim como as pipetas de paster e o condutivimetro
do pHmetro.

Aliguotas de 100 pL dos isolados foram semeadas com auxilio de alca de
Drigalsky sobre a superficie de placas contendo meio de cultura TSA com os pHs ja
alterados (Método Spread Plate) (OLIVEIRA, 2011). Cada isolado, em cada
tratamento foi analisado em triplicata. As placas foram incubadas por 24 horas a 28
°C.

5.8.2.2. CondicOes de cultivo in vitro para as diferentes temperaturas avaliadas

Para o experimento envolvendo diferentes temperaturas, os isolados foram
também cultivados in vitro em meio de cultura TSA incubados em estufa
bacteriolégica por 24 horas, nas mesmas condigcbes assépticas descritas no
experimento anterior. Para se conseguir as diferentes temperaturas as placas foram
incubadas em estufa bacteriolégica ou em sala refrigerada com temperaturas
controladas para atingir os tratamentos de 22, 25, 28, 31, 34 °C, sendo estas
incubadas apés a semeadura, durante 24 horas. O tratamento 28 °C constituiu o
grupo controle (OLIVEIRA et al., 2014). Os isolados foram semeados com auxilio de
alca de Drigalsky sobre a superficie de placas contendo meio de cultura TSA
(Método Spread Plate) (OLIVEIRA, 2011). As anadlises foram realizadas em
triplicatas.
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5.8.2.3. Condi¢cOes de cultivo in vitro para as diferentes concentracbes de
amonia avaliadas

Os isolados foram cultivados in vitro em meio de cultura TSA. O meio de
cultura foi feito com uma solucdo tamponante de Tris HCl a 0,1 M e pH 7,8. Para
adicdo de amonia as placas foi preparada uma solucao de sulfato de améniaa 1,0 M
ultrafiltrado com filtros 0,47 um em frasco estéril. Sendo acrescidos os volumes de
5,5 uL, 16,5 pL, 33 pL, 49,5 uL e 66 pL de sulfato de amdnia (1,0 M) para chegar as
concentracbes de 0,1, 0,3, 0,6, 0,9 e 1,2 mg/L de ambnia ndo Iionizada,
respectivamente, no meio de cultura a temperatura de 37 °C. Todo o preparo das
placas foi realizado em capela de fluxo laminar horizontal esterilizada com alcool 70
% e as placas foram submetidas a luz ultravioleta durante 30 minutos antes da
utilizacao.

Os isolados foram semeados com auxilio de alca de Drigalsky sobre a
superficie de placas contendo meio de cultura TSA com concentra¢des de amonia ja
alteradas (Método Spread Plate) (OLIVEIRA, 2011) As andlises foram realizadas em

triplicatas. As placas foram incubadas por 24 horas a 28 °C.

5.8.2.4. Anédlise estatistica

Para verificar a diferenca de crescimento dos isolados nas diferentes
condicBes ambientais foi utilizado um modelo linear generalizado misto (FARAWAY,
2005). A exemplo da analise envolvendo diferentes concentraces de aménia, em
que o delineamento utilizado € o de um experimento fatorial, com um fator fixo (pH,
temperatura ou amonia) e um fator aleatério (isolado) e efeito de interacao entre os
fatores fixo e aleatério, como descrito a sequir.

Seja Yj uma variavel aleatéria que apresenta contagem bacteriana em
unidades de coldnia in vitro, de Aeromonas spp., sobre influéncia de diferentes
concentragbes de amoénia e diferentes isolados bacterianos. Assumidos que Yix ~
Poisson Ajtal que,

¢~ Nij \Visk

P(Yijk = %) = 'H;J yi=1a5=1-bek=1-n,
Jijk:

em que Aij = exp{u+ 7 + B; + (7);;}, com ZT,‘ =0, fj ~ .r'\"'(()‘a;“;) e (18)ij ~ 1\"(0,0‘(2%,,))

i=1
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Temos que Tirepresenta o efeito do i-ésimo nivel fator ppm (com 1, =0, isto é,
o nivel 1 correspondente ao nivel de referéncia, que neste caso é 0,1 mg/L), B;
representa o efeito do j-ésimo isolado, e (1B); representa o efeito de intera¢éo entre
mg/L e isolados.

A mesma analise foi realizada para os experimentos envolvendo diferentes
temperaturas e diferentes pHs. Para todas as andlises foi considerado um nivel de

significancia de 5%.

5.9. Andlise da influéncia dos fatores ambientais pH, temperatura e
concentracdo de amonia sobre a viruléncia de Aeromonas spp., segundo a

mortalidade de tilapia do Nilo inoculada com Aeromonas spp.

Para verificar a influéncia dos trés fatores ambientais (pH, temperatura e
concentracdo de amobnia) sobre a viruléncia de Aeromonas spp. foi avaliada a
mortalidade de alevinos de tilapia do Nilo ap6s inoculagdo com Aeromonas spp..
Para isso, foram testados os mesmos cinco pontos de variacdo de cada fator
utilizados no experimento anterior in vitro. Este experimento foi dividido em trés
etapas (experimentos) independentes, sendo uma para cada fator ambiental.

Para subsidiar cada experimento foram utilizados 120 alevinos de tilapia do
Nilo, sexualmente revertidos para o sexo masculino, provenientes do Centro
Integrado de Recursos Pesqueiros (CIRPA) do Projeto Agricola Bebedouro do
municipio de Petrolina-PE. Foram selecionados alevinos com cerca de 60 dias e
cerca de 8 g de peso médio. Foram distribuidos seis alevinos em cada aquério,
contendo 60 L de volume util. Cada um dos cinco tratamentos, de cada etapa
individual, possuiram quatro repeticdes.

Os aquarios de todos 0s experimentos possuiram aeracdo constante por
contato, por meio de pedras microporosas ligadas através de mangueiras de silicone
a mini-compressores de ar. Diariamente, os aquarios foram sifonados para a retirada
das fezes e restos de racao.

Antes de iniciar os experimentos, os alevinos foram adaptados por um periodo
de quatro dias para os experimentos de pH e temperatura e, de dois dias para o
experimento de amonia, sendo em seguida inoculados com Aeromonas spp.. A
inoculacdo da Aeromonas. spp. nos alevinos de tilapia do Nilo foi realizada por meio

de um preparado de in6culo bacteriano com diluicdo em solugcédo salina estéril a
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concentracdo de 10° UFC/mL™. Foi utilizado um pool contendo os seis isolados
descritos no item 5.6. Essa solucdo foi injetada via intramuscular, latero-dorsal
direita, em cada peixe experimental, na propor¢cao de 0,2 ml/animal (OLIVEIRA et
al., 2014).

Para a alimentacéo dos alevinos foi utilizada uma racdo comercial (Laguna-
Ocialis®). ApGs o desafio, os peixes foram observados a cada quatro horas durante
quatro dias quanto a mortalidade. Ao final do periodo experimental, os peixes foram
anestesiados com benzocaina diluida em agua (100 mg/L) e eutanasiados por

seccao medular.

5.9.1. Obtencéao das diferentes temperaturas na agua dos aquarios

Foram testados os cinco diferentes pontos de temperatura citados
anteriormente para 0s ensaios in vitro, onde aquarios individuais, cada um contendo
seis alevinos, constituiram as cinco faixas de temperatura. Os aquarios
apresentavam temperaturas constantes reguladas por termostatos (ROXIN®, HT-
1300, 200w) exceto os de temperatura de 22 °C, que possuiam suas temperaturas
mantidas com auxilio de ar-condicionado. Todos o0s aquarios possuiram faixa
censora de temperatura fixada aos aquarios para acompanhamento periédico das
temperaturas. As mensuracdes para controle das temperaturas dos aquarios foram
realizadas quatro vezes ao dia durante o periodo de aclimatacdo dos peixes aos
aguarios e seis vezes ao dia durante as 96 horas apoOs in6culo bacteriano,

ajustando-se as temperaturas sempre que necessario.

5.9.2. Obtencéo dos diferentes pHs nos aquérios

Foram testados os cinco diferentes pontos de pHs citados anteriormente para
0S ensaios in vitro. Aquarios individuais, cada um contendo seis alevinos,
constituiram as cinco variacfes de pH descritas anteriormente. Para variacdo do pH
da agua dos aquarios foi adicionada uma solucdo de &cido cloridrico (HCI) 3 M e de
hidroxido de sodio (NaOH) 3 M para ajustar os tratamentos. O pH da agua dos
aguarios foi monitorado a cada quatro horas durante todo o experimento com auxilio

de uma sonda Waterproof Tester-Hanna Instruments® HI 98129.

5.9.3. Obtencéo das diferentes concentragdes de amdnia nos aquarios
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Para obtenc&o das diferentes concentracdes de amonia foi adicionada aos
aquarios uma solugcédo de sulfato de aménia com 0,300 mg/L de NAT (Nitrogénio
Amodniacal Total), chegando-se as concentracbes de 0,1, 0,3, 0,6, 0,9 e 1,2 mg/L
com auxilio de espectrofotometria utilizando-se o método do azul de indofenol
(STANDARD METHODS, 2012) construindo-se uma curva de calibragdo (figura 2,
dos anexos). As concentracbes de ambnia na agua foram monitoradas a cada 6
horas, e suas concentracfes foram ajustadas para concentracdo desejada quando
preciso. Ao passo que nestes intervalos as variaveis de pH e temperatura foram
mantidas constantes com intuito de n&o alterar o equilibrio da aménia na agua, para
isso utilizou-se sala refrigerada com temperatura constante, e solugées de HCI (3
M) e NaOH (3 M) para correcéo do pH.

Os animais passaram por um periodo de aclimatacdo durante dois dias nos
aquarios recebendo uma racao comercial duas vezes ao dia. E, apds esse periodo
nao receberam alimentacdo, para diminuir o incremento amoniacal oriundo das
excretas dos animais segundo Kuguk, (2014). No primeiro dia experimental os
animais receberam o indculo bacteriano de Aeromonas spp. e foram observados por

96 horas de 4 em 4 horas quanto a mortalidade.

5.9.4. Andlise estatistica

Para verificar a diferenca de viruléncia dos isolados nas diferentes condi¢cdes
ambientais foi utilizado um método estatistico GEE (Equacbes de Estimacdo
Generalizadas — Genaralized Estimating Equations) (MOLENBERGHS e VERBEKE,
2005), em que a resposta: numero de peixes mortos no aquario i, é avaliada
repetidas vezes ao longo do tempo, e os aquarios correspondem as unidades
experimentais. Para aplicacdo do método, em cada tempo, precisamos especificar a

meédia da variavel da resposta, que é dada por:

exp(Bo + Brxi1 + Paxio + B3xiz + Paxig + P * tempoy)
1+ CXI)(,B() -+ /31 it + ‘32372 -+ ‘33;1,7,'3 + ,34.’1,','4 + ,35 * te'm,p(),) .

E[Yit] = mi

Em que Y &€ a variavel resposta, nimero de peixes mortos no aquario i no
tempo t, m;; correspondente ao niumero de peixes Vvivos no i-€simo aquario no tempo
t, Xi1 € igual a 1 se o i-ésimo aquario recebe o tratamento 2 e 0 caso contrario, X3 €

igual a 1 se o i-ésimo aquario recebe o tratamento 4 e 0 caso contrario, e Xis € igual
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a 1 se o i-ésimo aquario recebe o tratamento 5 e zero caso contrario. Neste caso, 0
tratamento 1 corresponde ao nivel de referéncia (8o na equagdo do modelo), e os
Bi's, j =1, ..., 4, correspondem a diferengas entre o efeito do tratamento 1 e o efeito

dos demais tratamentos. Levando em conta o nivel de significancia de 5%.

5.10. Andlise de expressdo génica

Segundo os resultados obtidos nos itens 5.8 e 5.9 foram determinados dois
pontos de cada fator ambiental para analise da expressao de genes de viruléncia.

Para se detectar a diferenca de expressao génica entre os tratamentos, foi
empregada a técnica de RT-PCR em tempo real. As andlises de expressdo foram
realizadas separadamente para cada um dos genes em cada condicdo experimental
em trés experimentos independentes in vitro utilizando-se a mesma metodologia
descrita nos itens 5.8.2.1.; 5.8.2.2.; 5.8.2.3 para pH, temperatura e amonia,
respectivamente. No entanto o meio de cultura utilizado foi o Trypticase Soy Broth
(TSB).

5.11. Escolha dos genes a terem suas expressdes quantificadas

Os trés genes mais frequentes nos isolados avaliados foram submetidos a
analise de expressao génica por gPCR quando submetidos a diferentes condicdes
ambientais. S0 eles: aerolisina, lipase e fla.

5.12. Delineamento dos iniciadores

Para as reacdes de PCR em Tempo Real foram delineados iniciadores
especificos para os genes de interesse (aerolisina, lipase e fla) e, para os genes
constitutivos (gene para o fator sigma-70 da RNA polimerase (RopD) codificante de
uma subunidade essencial da RNA polimerase para o reconhecimento de sitios
promotores, gene para o 16S rRNA responsavel pela transcricdo de uma unidade
ribossomal e o gene para a DNA girase (GyrA) relacionado com a producdo da
enzima DNA girase que participa da sintese do DNA).

Os iniciadores foram desenhados com a utilizacdo do programa Primer3 Plus
(UNTERGASSER et al., 2007). A qualidade dos iniciadores foi verificada no site
<http://www.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer/>, escolhendo-se
aqueles que possuiram AG maior que 0, sendo este ideal para que reagdes
espontaneas nao ocorram, que ndo formem iniciadores auto complementares e, que

ndo possuissem temperaturas de melting com diferenca superior a 1,0 °C entre si.
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Os iniciadores foram delineados para amplificar um fragmento de até 300 pb. Em
seguida, foi verificada a especificidade dos iniciadores desenhados, observando-se

0 escore e E-value no site <http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi>.

5.13. Extragc&do de RNA

O RNA bacteriano total foi extraido com a utilizacdo do kit Rneasy (Qiagen®) e
da Dnase (Qiagen®). Apos 24 horas de cultivo dos isolados, separadamente, em
Tryptic Soy Base (TSB) caldo, segundo cada condicdo testada (pH, temperatura e
concentracdo de aménia). Os isolados foram diluidos para a escala 1IMC FARLAND,
que apresenta uma quantidade de 1,40 x10'° bactérias por ml de meio de cultura.

Para extracdo do RNA, foi utilizado 1,5 ml da cultura a 1 MC FARLAND, que foi
centrifugada a 13.000 g por 3 minutos, sendo o sobrenadante descartado, entéo
acrescentados 375 pL de agua ultrapura. Em seguida foram adicionados 750 uL de
RNA Protect Bacteria Reagent. Agitou-se em vértex por 5 segundos e incubou-se a
temperatura ambiente por 5 minutos, seguindo-se a uma centrifugacdo por 10
minutos a 5.000 g. Este procedimento foi necessario para proteger o RNA total e
estabilizar a transcricdo deste, descartando-se em seguida o0 sobrenadante e
secando-se o microtubo em um papel toalha.

Em seguida, foram adicionados 200 pL do tamp&o TE (30 mM Tris-Cl, 1 mM
EDTA, pH 8,0) contendo 15 mg/mL de lisozima e 3 uL de proteinase K (0,05 pg/ul)
ressuspendendo-se o pellet pipetando-se vérias vezes até desmancha-lo. O material
foi agitado em vortex por 10 segundos e incubado a temperatura de 37 °C por 15
minutos, agitando-o em vértex a cada trés minutos por 10 segundos. Em seguida
foram adicionados 700 pL de tamp&do RLT (contido no kit Rneasy Qiagen®),
acrescido de 10 pL de b-mercaptoetanol por ml de tampdao, os tubos entdo foram
agitados em vortex vigorosamente. Em seguida, foram acrescentados 500 pl de
etanol absoluto.

Para purificagdo do RNA, 700 pL do lisado anterior foi transferido para uma
coluna fornecida pelo fabricante do kit e prodeceu-se com a centrifugagao por 15
segundos a 8.000 g, descartando-se o liquido que passou pela coluna. Em seguida
foram adicionados 350 pL do tampdo RW21(contido no kit Rneasy Qiagen®) a
coluna, que foi centrifugada por 15 segundos a 8.000 g, descartando-se o liquido

gue passou pela coluna.
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O material foi adicionalmente tratado com Dnase. Para isso, foram
adicionados 80 pl de uma solucéo constituida de 10 pl de Dnase (0,08 mg/ pl) (kit
Dnase Qiagen®) e 70 ul de tampao RDD (kit Dnase Qiagen®) . Procedeu-se uma
centrifugacéo por 15 segundos a 8.000 g da coluna, incubando-se logo em seguida
a temperatura ambiente por 15 minutos.

O protocolo foi seguido da adicdo de 350 pl do tampao RW1 (contido no kit
Rneasy Qiagen®), a coluna, incubando-se por cinco minutos e centrifugando-se por
15 segundos a 8.000 g. Descartou-se o liquido que passou pela coluna. A coluna foi
colocada em um novo tubo de 2 ml seguido da adicdo de 500 pl do tampao RPE
(contido no kit Rneasy Qiagen®) , a coluna, seguindo-se a uma centrifugacao por 15
segundos a 8000 g. Descartou-se o liquido que passou pela coluna. Em seguida foi
adicionado 500 ul do tampao RPE (contido no kit Rneasy Qiagen®), a coluna e
centrifugou-se por 2 minutos a 8.000 g, colocando-se em seguida a coluna em um
novo tubo de 1,5 ml.

Para eluicdo do RNA foram adicionados 50 pl de agua livre de Rnase a
coluna, seguindo-se de centrifugacdo por 1 minuto a 8.000 g obtendo-se assim um
primeiro lavado de RNA. Para garantir mais RNA, a coluna foi colocada em outro
tubo, a qual foram adicionados 30 pl de agua livre de Rnase, que foi centrifugada por
1 minuto a 8.000 g.

5.14. Quantificacdo e analise do RNA

Ap6s a extracdo, o RNA total foi quantificado em espectrofotbmetro
PicoDrop®, para obtencao da concentragdo das amostras e do grau de pureza que
foi estipulado pela andlise da razdo das absorbancias 260/280 nm,

A integridade de cada amostra foi avaliada através da técnica de eletroforese
em gel de agarose 1,0 %, utilizando-se um tampéo de corrida TBE (90 mM Tris
base, 90 mM acido bdérico e 2 mM EDTA pH 8,0) elaborado com agua livre de
RNAse (obtida com o tratamento com DEPC (Diethyl pyrocarbonate) (SIGMA®). O
gel foi corado com brometo de etideo e a corrida aconteceu a 80 V e 90 mA durante
trés horas. Apos a corrida o gel foi observado sobre luz UV em um transluminador,

sendo as imagens capturadas por um fotodocumentador para arguivamento.

5.15. Sintese do cDNA
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O cDNA de cada amostra de RNA extraida foi obtido com o QuantiTect
Reverse Transcription Kit (Qiagen®) segundo instru¢des do préprio fabricante.

Para a sintese de cDNA do experimento envolvendo diferentes pHs foram
utilizados 1.300 ng de RNA total, para o experimento das diferentes temperaturas
foram utilizados 1.900 ng de RNA total e para o experimento da amonia foram
utilizados 2.000 ng de RNA total.

5.16. Determinacdo da eficiéncia e da especificidade dos iniciadores

A analise da eficiéncia de cada iniciador foi realizada segundo obtencdo de
uma curva padrao, por meio da diluicdo em série de um cDNA com a producdo de
um grafico do ciclo limite (Ct) versus logl0 do numero relativo de copias do
coeficiente de diluicao.

Para confirmacdo da especificidade dos iniciadores foi realizada a
eletroforese em gel de agarose 1,5 % com os produtos obtidos das gPCRs. Para
isso foi utilizado um tampado TBE 1X (90 mM Tris base, 90 mM acido borico e 2 mM
EDTA pH 8,0).

5.17. Escolha do gene constitutivo

A andlise para escolha do gene constitutivo foi realizada no Cotton EST
Database disponivel no site <http://www.leonxie.com/referencegene.php>.

Com esse banco de dados se analisou a variacdo dos Cts das amostras de
cada experimento em funcdo da utilizacdo integrada dos programas geNorm
(VADESOMPELE et al., 2002), Normfinder (ANDERSEN et al. 2004), BestKeeper
(PFAFFL et al., 2004) e do método comparativo de Ct (SILVER et al., 2006),
indicando qual dos genes apresentou menor variagdo para ser utilizado como gene

constitutivo.

5.18. RT-PCR em tempo real

A RT-PCR em tempo real (genes testados como constitutivos e dos genes de
viruléncia) foi realizada com a utilizagdo do kit KAPA SYBR® Fast gPCR kit Master

Mix (2x) Universal.

Para isso, realizou-se a amplificacdo do cDNA com a utilizacdo dos iniciadores

especificos para cada gene. As reacfes para 0s genes rRNA 16S e RopD foram
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constituidas com um mix contendo 0,4 uM de cada iniciador, 7,5 ul de syber green
master mix, 0,1 pl de rox low e 1,0 pul de cDNA, em um volume final de reacéo de 15
ul. J& para os genes GyrA, aerolisina, lipase e fla o mix da reag&o continha 0,8 uM
de cada iniciador, 7,5 ul de syber green master mix, 0,1 pl de rox low e 2,0 pl de
cDNA, em um volume final de reacéo de 15 pl. Todas as reac¢des se iniciaram com
uma fase de desnaturacéo inicial a 95 °C por 2 minutos, que foi seguida de 40 ciclos
compostos de desnaturacdo a 95 °C por 15 segundos, anelamento a 60 °C por 30
segundos e extensdo a 72 °C por 30 segundos. A curva de melting foi obtida pelo

ciclo de 65 °C por 20 segundos e 95 °C por 20 segundos.

A andlise dos resultados obtidos pela técnica de gPCR foi realizada pelo
método de quantificacdo relativa descrito por Pfaffl (2002) com a utilizacdo do

programa REST 2009 v.2.0.13 (Relative Expression Software Tool).

6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1. Andlise da presenca de genes de viruléncia em isolados de Aeromonas
spp.

No presente estudo foi possivel detectar genes de viruléncia em isolados de
Aeromonas spp. obtidos do Vale do S&o Francisco através da técnica de PCR que
apresenta alta sensibilidade e especificidade podendo ser empregada para esta
finalidade (MARQUES, 2011). Foi possivel observar que todos os 35 isolados
avaliados apresentaram ao menos um dos genes pesquisados, 0 que indica um
grande namero de isolados bacterianos com potencial patogénico obtidos de peixes
da regido. Os genes com maiores frequéncias entre os isolados foram fla, lipase e
aerolisina como observado na Tabela 2. Observou-se que nove (25,7%) dentre os
35 isolados apresentaram trés genes e, dois isolados (5,7%) apresentaram quatro

genes simultaneamente.
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Tabela 2. Relacao de isolados de Aeromonas spp. positivos para os genes de viruléncia

Genes de viruléncia Isolados positivos Frequéncia (%)
aerolisina 12 34,3
hidrolipase 0 0,0

elastase 8 22,8
lipase 14 40,0
ast 4 11,4
laf 6 17,1
fla 20 57,1

O gene gque codifica o flagelo polar fla foi 0 gene encontrado em maior
frequéncia nos isolados (57,1%) diferindo dos dados obtidos por Marques (2011) em
gue a maioria dos isolados apresentaram em maior frequéncia o fator de viruléncia
lipase. Oliveira (2011) verificou uma frequéncia de 82% em isolados de origem
ambiental e Santos et al., (2010) observaram 86,4% de isolados de diversas origens
com esse gene. Este fator de viruléncia esta relacionado com a formacéao de flagelos
e de biofilme, sendo esses mecanismos importantes de patogenicidade destes
micro-organismos (SANTOS et al., 2010).

O outro gene pesquisado estando relacionado com a formacéao de flagelos e
de biofilme, o gene laf, também foi encontrado nos isolados (17,1%). A frequéncia
detectada no presente trabalho foi inferior a relatada por outros autores como Santos
et al., (2010) e Kirov et al., (2002). Este fator, segundo os ultimos autores, pode
contribuir para o0 aumento da viruléncia bacteriana justamente por estar envolvido
com a formacéo de biofilme e capacidade de deslocamento em ambientes aquaticos
pela presenca de flagelos.

O gene que codifica o fator de viruléncia aerolisina foi o segundo mais
frequente nos isolados (34,3%) do presente estudo. Marques (2011) verificou que
36,8% isolados de Aeromonas spp. de origem clinica também possuiam esse gene.
Ja Guerra et al., (2007) observaram uma prevaléncia de 74,1% do fator aerolisina
em isolados de Aeromonas spp. provenientes de amostras clinicas. O mesmo autor
cita, que em humanos, a presenca deste fator de viruléncia nos isolados esta

relacionado a pacientes com quadros de diarréia. Ja nos peixes a enterotoxina
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provoca danos as células epiteliais ocasionando principalmente quadros de edema,
hemorragia de mucosas, enterite e ascite (JANDA; ABBOTT, 2010).

O gene que codifica o fator de viruléncia lipase foi o terceiro mais frequente
(40%) no presente estudo. Esse gene possui relatos de altas frequéncias em outros
estudos (GUERRA et al.,, 2007; OLIVEIRA, 2011). Ainda nado foi demonstrado o
mecanismo de atuacdo deste fator sobre a patogenicidade deste patdogeno, porém
sabe-se que 0 mesmo estéa relacionado a alteracbes nas membranas biologicas das
células hospedeiras (CHUANG et al., 1997).

Para o gene codificante do fator de viruléncia elastase, um dos mais
importantes para viruléncia em isolados de Aeromonas hydrophila (CASCON et al.,
2000), pois estd relacionado com a diminuicdo da resposta imunolégica do
hospedeiro, através da sua capacidade elastolitica, no presente estudo os isolados
estudados apresentaram um percentual trés vezes menor do que relatado nos
trabalhos de Guerra et al., (2007) e Oliveira (2011).

O gene para o fator de viruléncia ast foi encontrado com uma frequéncia de
11,4% dentre os isolados, sendo trés vezes menor do que o encontrado por Oliveira
(2011) em Aeromonas hydrophila e duas vezes menor do que o citado por Sen e
Rodgers (2004) em isolados de Aeromonas spp.. Este fator de viruléncia combinado
a outros fatores como o alt estd principalmente correlacionado a producdo de
enterotoxinas com carater citotbnico contribuindo para a formacdo do edema
intersticial (SHA; KOZLOVA,; CHOPRA, 2002).

O gene que codifica o fator de viruléncia hidrolipase foi o Gnico ndo detectado
entre todos os isolados avaliados. Sen (2005) encontrou a presenca deste fator em
quatro isolados de Aeromonas hydrophila e em dois isolados de Aeromonas
bestiarum em um total de 25 isolados, o que indica a baixa prevaléncia desse gene.

A predominancia de um determinado gene em uma dada populacdo esta
correlacionada com o ambiente em que o isolado se encontra, dependendo muito da
pressao de selecdo a que estd exposto (PALUMBO et al., 1989; MARQUES, 2011).

Foi observado que 25,7% dos 35 isolados avaliados apresentaram no minimo
trés fatores de viruléncia, nove vezes mais do que a frequéncia encontrada por
Marques (2011) para amostras de Aeromonas spp. de origem clinica. A combinacgéo
de fatores de viruléncia esta relacionada com o maior potencial patogénico da
bactéria (SHA et al., (2002); SEN; RODGERS (2004); GUERRA et al., 2007) uma

vez que a viruléncia deste patdgeno é considerada multifatorial (KHAJANCHI et al.,
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2010). Isto pode ser observado Segundo Heuzenroeder et al., (1999) em modelos
animais.

A partir dos resultados observados nessa andlise foram escolhidos seis
isolados de Aeromonas spp. que apresentavam uma combinacdo de trés dos genes
de viruléncia mais frequentes pesquisados (Tabela 3). Todos os isolados possuiam
no minimo dois genes de viruléncia, considerados por isso com maior potencial de

viruléncia. Esses isolados foram utilizados em todas as analises posteriores.

Tabela 3. Isolados de Aeromonas spp. escolhidos com base na presenca dos trés genes de
viruléncia mais frequentes.

Identificacao A
& Genes de viruléncia

do isolado

Aerolisina lipase fla

G38 + + +

A3 + + -

67 - + +

10 - + -

72b + + -
G15 + - +

6.2. Sequenciamento

Apoés andlise dos eletroferogramas (Figura 3, dos anexos) dos seis isolados
descritos na Tabela 3 gerados pelos sequenciamentos dos fragmentos amplificados
por PCR com a utilizacdo de iniciadores universais para procarioto, foi possivel
observar que todos os isolados apresentaram homologia com o género Aeromonas
spp.. Nao foi possivel identificar espécies com a utilizacao desse iniciador. Diferindo
dos resultados de Ghatak et al., (2007) que conseguiram identificar espécies de

importancia clinica de Aeromonas por analise desse gene.

6.3. Crescimento de Aeromonas spp. submetidas a diferentes pHs,

temperaturas e concentragdes de amoOnia
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Para a determinacdo da diluicho adequada para contagem de colbnias
bacterianas foram realizadas diluicbes seriadas de in6culos de Aeromonas spp.

Os valores de UFC mais apropriados (encontrados no intervalo entre 30 e 300
UFC/mlI™) (OLIVEIRA, 2011) foram detectados para a diluicdo 10, que apresentou
em média 136 UFCs/ml™ (Figura 4 contida nos anexos). Sendo assim, a diluicdo do
indculo adotada para os experimentos mencionados nos itens 5.8.2.1, 5.8.2.2, e
5.8.2.3 foi a de 10°.

Os seis isolados contendo no minimo dois dos genes de viruléncia mais
frequentes (fla, lipase, aerolisina) foram submetidos a diferentes condi¢cdes
ambientais de pH, temperatura e concentragdo de amonia para verificar se esses
fatores ambientais interferiam no crescimento de Aeromonas spp.. Uma vez que
resultados da literatura tém demonstrado que isolados de Aeromonas podem
apresentar diferentes niveis de atividade patogénica correlacionados a fatores de
viruléncia a depender de condicdes ambientais (OLIVIER et al., 1981; COSTA,
2003).

Assim, com o objetivo de se identificar pontos de pH, temperatura e
concentracdo de amoénia que influenciem o crescimento de Aeromonas spp., isto €,
com crescimento bacteriano diferente do ponto tido como ideal para Aeromonas spp.
foi realizada uma analise baseada em um modelo linear generalizado misto.

Para a variavel pH verificou-se que o crescimento bacteriano no pH 10,0
diferiu significativamente em relacdo ao grupo controle (pH 7,0) como demonstrado
na Tabela 4, de modo que o pH 10,0 restringiu o crescimento da bactéria em relacao
ao grupo controle (Figura 5, imagens E e B, contida nos anexos).

Tabela 4. Resultados da andlise que utilizou um modelo linear generalizado misto para verificar a
influéncia do pH sobre o crescimento de Aeromonas spp. in vitro.

Tratamentos Estimativa Desvio Padréao Valor Z Pr (>1zl)
pH 7,0 (Controle) 6,0037 0,5502 10,912 < 2570w
pH 5,0 -1,2247 0,6625 -1,849 0,0645
pH 8,0 -0,5042 0,6552 -0,770 0,4416
pH 9,0 -1,2203 0,6553 -1,862 0,0626
pH 10,0 -3,5023 0,6634 -5,280 1,29°%07 xxx

Significado dos simbolos: 0 <***> 0,001 “**> 0,01 <** 0,05 . 0,1
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As Aeromonas sao organismos ubiquos, sendo encontrados em diversos
ambientes como alimentos, rede de esgoto e aguas salina, salobra e doce, entre
outras fontes. Estes ambientes, principalmente o aquatico, possui diferentes
combina¢cdes de fatores ambientais (OLIVEIRA, 2011) e, ja foi observado pela
literatura que essas bactérias podem crescer em uma ampla faixa de pH variando de
4,8 a 10,0 (COSTA, 2003; LAMBERT; BIDLAS, 2007; JANDA; ABBOTT, 2010). Rael
e Frankenberger (1996) demonstraram uma reducdo significativa na taxa de
crescimento de Aeromonas veroni quando submetidas a uma maior alcalinidade
quando comparada ao pH 7,94, o que corrobora as informacdes obtidas neste
trabalho, onde para o pH 10,0 houve menor crescimento de bactérias quando
comparado ao grupo controle.

Os demais tratamentos para pH (5,0, 8,0 e 9,0) ndo apresentaram diferenca
significativa quando comparados ao grupo controle (pH 7,0) (Tabela 4), fato que
corrobora com os dados de Sautour et al. (2003) que sugerem valores nao
significativos de diferenca de crescimento de Aeromonas hydrophila sob pHs na
faixa de 5,0 a 9,0. Estes micro-organismos desenvolvem-se melhor em pH 7,0 ou
levemente alcalino (CERESER et al., 2013) o que também pode ser observado pelos
resultados do presente experimento.

Em relacdo a temperatura, foi possivel verificar que todas as temperaturas
apresentaram diferencas significativas em relagcdo ao grupo controle 28 °C (Tabela
5). De forma que em todos os tratamentos houve uma redug¢do do crescimento
bacteriano quando comparado ao grupo controle (A temperatura 31 °C apresentou o0
maior nivel de significancia sobre o crescimento in vitro dos isolados de Aeromonas

spp. quando comparada ao grupo controle (Figura 6, contida nos anexos)).

Tabela 5. Resultados da analise que utilizou um modelo linear generalizado misto para verificar a
influéncia da temperatura sobre o crescimento de Aeromonas spp. in vitro.

Tratamentos Estimativa  Desvio Padréo Valor Z Pr (>1zl)
28 °C (Controle) 5,9067 0,4398 13,430 < 258w
22 °C -1,5484 0,5599 -2,765 0,00568 **
25 °C -1,4633 0,5599 -2,614 0,00896 **
31°C -2,7346 0,5629 -4,858 1,18%°00 #xx
34°C -1,6922 0,5613 -3,015 0,00257 **

Significado dos simbolos: 0 “**** (0,001 “**> (0,01 ‘** 0,05 <.” 0,1
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As Aeromonas spp. sdo organismos que podem ser encontrados em diversos
ambientes podendo crescer entre temperaturas de 22 a 37 °C (JANDA; ABBOTT,
2010), faixa essa que abrange todos os pontos analisados neste trabalho e, Kirov
(1993) cita que este patdgeno pode multiplicar-se inclusive a temperatura de 4 °C.
No entanto, no presente estudo foi verificada a influéncia de diversos pontos de
temperatura sobre o crescimento de Aeromonas spp., sendo a temperatura de 31 °C
a mais significativa. Fato esse que indica que a temperatura pode nao inibir o
crescimento dos isolados mas alterar a taxa de crescimento dos mesmos.

O fato do numero de UFCs ter diminuido nos tratamentos com diferentes
temperaturas em relagéo ao grupo controle nao significa dizer que houve reducéao do
potencial de viruléncia, isso foi comprovado por Kirov (1993) que verificou que as
Aeromonas séo capazes de se multiplicar em alimentos provocando casos de
toxinfeccdo alimentar no homem, levando a quadros de diarréia, que pode estar
relacionada a producao de enterotoxinas como a aerolisina (GUERRA et al., 2007).

Para a variavel concentracdo de amonia pode-se observar que a
concentracdo de 0,9 mg/L foi significativa em relacdo ao grupo controle (Tabela 6),
tendo promovido maior crescimento bacteriano (Figura 7 contida nos anexos, placa
de petri A e D). As Aeromonas sdo micro-organismos pertencentes a familia
Aeromonadaceae, capazes de utilizar amoénia como fator de crescimento
(COLWELL; MacDONELL; LEY, 1986). O aumento da concentracdo de amoénia em
ambientes aquaticos, gerado pela degradacao da matéria organica, esta relacionado
a maior proliferacdo de micro-organismos patogénicos nestes ambientes e a maior
probabilidade de contracdo de doencas por organismos aquaticos (LANGER;
VARGAS, 2004).

Tabela 6. Analise utilizando um modelo linear generalizado misto para verificar a influéncia da
concentracdo de amoénia sobre o crescimento de Aeromonas spp. in vitro.

Tratamentos Estimativa  Desvio Padréo Valor Z Pr (>1zl)
0,1mg/L Controle 5,10739 0,39040 13,083 <2e-16 ***

0,3 mg/L 0,32348 0,25381 1,274 0,2025

0,6 mg/L 0,03727 0,25390 0,147 0,8833

0,9 mg/L 0,54143 0,25349 2,136 0,0327 *

1,2 mg/L -0,27614 0,25446 -1,085 0,2778

Significado dos simbolos: 0 “**** (0,001 “**> (0,01 ‘** 0,05 <.” 0,1
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E importante ressaltar que concentracdes acima de 0,1 mg/L podem ser
toxicas para peixes, causando estresse aos mesmos. Assim, um maior crescimento
bacteriano em altas concentracdes de amonia, aliado ao imunocompromentimento
dos peixes podem levar ao favorecimento da instalacdo de bactérias oportunistas
como Aeromonas spp. (LANGER; VARGAS, 2004; KUBTIZZA, 2005).

E, em sistemas modernos de criacdo de peixes costuma-se utilizar sistemas
intensivos de criacdo que sao caracterizados por grande densidade de animais e
elevados niveis de arracoamento, levando a um acumulo material organico e, por
consequéncia ao aumento dos teores de aménia na agua, que associado a outros
fatores elevam o estresse dos animais propiciando a ocorréncia de doencas
(ROTTA, 2003).

Os resultados dos trés experimentos in vitro demonstraram que as diferentes
variaveis ambientais de pH, temperatura e concentracdo de ambnia exercem
influéncia sobre o crescimento bacteriano in vitro. Para se testar a influéncia dos
mesmos fatores ambientais sobre a viruléncia/patogenicidade de Aeromonas spp.
guando instaladas em peixes, esses patdgenos foram inoculados em tilapias do Nilo

submetidas as mesmas faixas de variacdo dos experimentos in vitro.

6.4. Mortalidade de peixes inoculados com Aeromonas spp. e submetidos a
diferentes pHs, temperaturas e concentragcdes de amodnia

Visando verificar a influéncia de variagdes nos trés fatores ambientais
avaliados (pH, temperatura e concentracdo de amoénia) sobre a viruléncia de
Aeromonas spp. foi avaliada a mortalidade de alevinos de tilapia do Nilo inoculados
com Aeromonas spp. em funcao do tempo de morte dos alevinos.

Em relagéo a variavel pH pode-se observar diferenca significativa nos pontos
de pHs 8,0 e 10,0 em relagcé&o ao grupo controle (pH 7,0) (Tabela 7). Sendo que no
pH 8,0 houve diminuicdo da mortalidade em relacdo ao pH 7,0 e no pH 10,0 houve
um aumento na mortalidade dos individuos em relacdo ao pH 7,0. Nos demais

tratamentos ndo houve diferenca com relagcdo ao grupo controle.
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Tabela 7. Resultados da andlise que utilizou um modelo de EquacBes de Estimacdo Generalizadas
(GEE) para verificar a influéncia de diferentes pontos de pH sobre a mortalidade de Tilapias do Nilo
inoculadas com Aeromonas spp.

Tratamentos Estimativa Desvio Padréo Valor Z Pr (>1zl)
pH 7,0 -1,66507627 0,22467333 -7,41109884  1,252572°7°
(controle)
pH 5,0 -0,03352784 0,37518716 -0,08936297 9,287935°%
pH 8,0 -0,67141427 0,30958339 -2,16876712 3,010037°% *
pH 9,0 0,15654494 0,21715802 0,72088031 4,709832°%
pH 10,0 0,45920254 0,20954370 2,19144042 2,841994° %%
tempo 0,18590823 0,02071718 8,97362407  2,869153°1° *

Significado dos simbolos: 0 <***> (0,001 “*** (0,01 ‘** 0,05 <" 0,1

Apesar dos resultados do experimento in vitro demonstrarem que o pH 8,0
nao influenciou o crescimento de Aeromonas spp., isto €, elas cresceram da mesma
forma que no pH 6timo (Tabela 4), o pH 8,0 diminuiu a mortalidade de peixes
infectados com Aeromonas spp. (Tabela 7). Vale ressaltar que uma coisa é a
condicdo de crescimento bacteriano in vitro, outra coisa € a condi¢do 6tima de
estabelecimento e viruléncia do micro-organismo in vivo, onde o patégeno pode
estar sofrendo interagdo com ambiente e hospedeiro. O pH 8,0 é proximo do ideal
para criacdo de peixes (KUBITZA, 1998), por esse motivo esse ponto de pH pode
nao ter causado estresse no animal a ponto de debilita-lo para que o patdgeno se
disseminasse, fato que sugere que o processo de doenca esta mais relacionado
com o imunocomprometimento do animal do que com as condi¢cdes ideais de
crescimento bacteriano.

O pH 10,0 influenciou negativamente o crescimento dessas bactérias in vitro
(Tabela 4). Apesar disso, esse pH demonstrou alterar a taxa de mortalidade dos
peixes inoculados com esse patdégeno (Tabela 7), fato que reforca mais ainda o
carater oportunista dessa bactéria. As tilapias sdo peixes que conseguem tolerar
uma ampla variedade de ambientes aquéticos como efluentes domésticos tratados
em lagoas de estabilizagdo com variacdes de pH entre 10,1 e 5,6 (PEREIRA;
LAPOLLI, 2009), estando o pH 10,0 no limitrofe tolerado pela espécie. O pH 10,0
pode ter causado estresse nos peixes, deixando o peixe imunocomprometido e, a
Aeromonas ter se aproveitado dessa situacdo para causar 0 processo doenca

culminando com a morte do animal. Esse fato reforca a teoria que fatores abioticos
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podem influenciar a taxa de replicacao bacteriana, mas nao significa que a viruléncia
do patdgeno sera diminuida (GUERRA et al., 2007).

Segundo Baldisseroto (2009) a piscicultura pode ser bem desenvolvida em
pHs de 6,0 a 9,0, sendo que Boyd (1990) e Hein e Brianese (2004) mencionam que
o pH ideal para piscicultura é de 7,0 a 8,5 onde deve-se haver um controle e
constancia de outras variaveis do ambiente como temperatura e concentracdo de
oxigénio. Assim, a criacdo de peixes nessa faixa de pH ndo favoreceria o
aparecimento de doencas.

Para a variavel temperatura pode-se observar na Tabela 8 que ndo houve
diferenca significativa da mortalidade dos peixes inoculados com Aeromonas spp.
em funcéo do tempo entre os tratamentos em relacdo ao grupo controle (28 °C). Ja
nos experimentos in vitro, todas as temperaturas alteraram o numero de col6nias
observadas (Tabela 5). Fato esse que indica que a temperatura influencia a taxa de

replicacédo bacteriana mas nao dispara o processo doenca no hospedeiro.

Tabela 8. Resultados da andlise que utilizou um modelo de Equa¢Bes de Estimacdo Generalizadas
(GEE) para verificar a influéncia de diferentes pontos de temperatura sobre a mortalidade de Tilapias
do Nilo inoculadas com Aeromonas spp.

Tratamentos Estimativa Desvio Valor Z Pr (>1zl)
Padrao
28 °C (controle) -5,23648022 0,66766870  -7,84293199  4,401464° ™ *
22 °C 0,92983853 0,78450850  1,18524978 2,359187°%
25 °C 0,56219718 0,68242488  0,82382281 4,100402°°
31°C 0,81801986 0,62790420  1,30277813 1,926505°
34°C -0,04573369 0,86331950  -0,05297423 9,577524°°
Tempo 0,13733387 0,01869834  7,34470756  2,062095° "3 **

Significado dos simbolos: 0 “*** 0,001 “**’ 0,01 *** 0,05 <> 0,1De acordo com Rodrigues

(2007) as tilapias sdo peixes capazes de tolerar diversas temperaturas desde 14 a
37 °C (HUANG; LAI; WENG, 1998) e, de acordo com El-Sayed (2006) as tilapias
desenvolvem-se em temperaturas de 20 a 30 °C de acordo com a espécie, nao
sendo esse um fator de estresse que pode levar a instalagdo de um patégeno
oportunista.

Temperaturas entre 15 e 20 °C fazem os animais diminuirem a alimentacéo e
nestas condi¢cdes ha predisposicdo ao aparecimento de doencas oportunistas (EL-
SHERIF; AMAL; EL-FEKY, 2009), sendo que os animais entram em Obito quando
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atingem 13 °C (CHARO-KARISA et al., 2004). Esse fato pode justificar a auséncia de
diferencas significativas de mortalidade em todos os tratamentos deste experimento,
pois as temperaturas ndo atingiram esta faixa. As temperaturas testadas estavam na
faixa de tolerancia para esta espécie que vai de 20 a 37 °C como citado no paragrafo
anterior. Talvez, para o surgimento de maiores taxas de mortalidade e melhor
atuacdo do inbéculo de Aeromonas spp., estudos posteriores pudessem ser
realizados com temperaturas inferiores, que pudessem ocasionar um maior estresse
aos animais, induzindo o processo doenca mais facilmente.

(Quanto a concentracdo de amonia, foi possivel observar mortalidade em
todos os niveis de tratamentos). Entretanto somente foi detectada diferenca
significativa de mortalidade no tratamento 0,3 mg/L, sendo que nessa concentracao
houve maior sobrevivéncia de animais inoculados com Aeromonas spp. quando

comparada ao grupo controle (0,1 mg/L) (Tabela 9).

Tabela 9. Resultados da andlise que utilizou um modelo de EquagBes de Estimacdo Generalizadas
(GEE) para verificar a influéncia de diferentes pontos de concentracdo de aménia (mg/L) sobre a
mortalidade de Tilapias do Nilo inoculadas com Aeromonas spp.

Tratamentos Estimativa  Desvio Padréo Valor Z Pr (>lzl)
0,1 (controle) -4,36040 0,49601 -8,79089 1,484e-18 ***
0,3 -43,22843 0,60315 -71,67109 0,000e+00 ***
0,6 0,02268 0,38578 0,05879 9,531e-01
0,9 0,15154 0,64693 0,23424 8,148e-01
1,2 -0,09468 0,59982 -0,15784 8,746e-01
tempo 0,13530 0,02573 5,25918 1,447e-07 ***

Significado dos simbolos: 0 “**** 0,001 ‘*** 0,01 <** 0.05 . 0.1

O fato do tratamento 0,3 mg/L apresentar menor mortalidade quando
comparado ao controle 0,1 mg/L pode ser justificado pelo fato de que esta
concentracdo esta dentro do limite aceitavel segundo Langer e Vargas (2004) que &
no maximo de 0,6 mg/L para peixes. Esta tolerancia pode ser observada no
experimento de El-Shebly e Gab (2011) com tilapia do Nilo, onde apés um periodo
de exposicdo de 60 dias a concentracdo de 0,6 mg/L, 57,7% dos animais
sobreviveram. Ja Gazolla, (2003) realizou um experimento para detectar a dose letal
de amonia para alevinos de Dourado (Salminus brasilienses) e verificou que a dose

de até 0,94 mg/L ndo afetou a mortalidade.
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Entretanto, alguns trabalhos mencionam que concentragfes acima de 0,1
mg/L de amodnia podem ser capazes de induzir estresse em peixes (EL-SHAFAI et
al, 2004; OLIVEIRA et al., 2008). De acordo com Randall e Tsui, (2002) a amonia
representa um problema de toxicidade para animais em ambientes aquaticos, sendo
que o sistema nervoso € o principal sistema afetado, o que leva a uma condicéo de
estresse aos animais.

Existem diferencas entre espécies de peixes quanto aos mecanismos de
tolerancia a toxicidade da amoénia dentre eles pode-se mencionar a producdo de
glutamina a partir da aménia, reducdo da protedlise e ativacdo das vias de
glicogénese e gliconeogénese (RANDALL; TSIU, 2002).

Os resultados do experimento in vitro com amonia, do presente estudo,
demonstraram que na concentracdo de 0,9 mg/L houve maior crescimento
bacteriano se comparado ao grupo controle (Tabela 6). No entanto, nessa
concentracdo ndo houve diferenca de mortalidade dos peixes em relagdo ao grupo
controle. Esse fato reforca novamente a proposicdo de que o processo doenca é
muito mais dependente do estado de debilidade do peixe do que de condicbes

ambientais favoraveis ao crescimento bacteriano.

6.5. Andlise de expresséo de genes de viruléncia em isolados de Aeromonas
spp. submetidos a diferentes condi¢cfes ambientais

Para verificar se os fatores ambientais pH, temperatura e amoénia influenciam
a expressdo de genes de viruléncia em isolados de Aeromonas spp., foram
realizadas andlises de quantificacdo do mRNA dos trés genes mais frequentes (fla,
aerolisina e lipase) em isolados submetidos a dois pontos que apresentaram
diferenca significativa de crescimento bacteriano nos resultados do experimento
relatado no item 6.3. Sendo uma combinacéo de seis isolados contendo no minimo
dois dos trés genes de viruléncia a terem sua expressado avaliada foram cultivados
em meios contendo as diferencas ambientais a serem testadas (pHs 7 e 10;
temperaturas de 28 e 31 °C; concentracdo de amoénia de 0,1 e 0,9 mg/L) em trés
experimentos independentes, sendo um para cada fator ambiental, como descrito no
item 5.10.

6.5.1. Extracdo de RNA e sintese de cDNA
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Para a extragcdo de RNA dos isolados de cada tratamento, foram realizados
testes com diferentes concentracfes de bactéria e de quantidade de proteinase K.
Inicialmente, as reacdes para extracdo do RNA foram realizadas como consta no
protocolo original do kit da QUIAGEN®. No entanto, ndo foi obtido RNA. Assim, a
concentracdo da bactéria utilizada foi aumentada de 0,5 para 1,0 na escala de MC
FARLAND, o volume de bactéria utilizado foi aumentado de 375 ul para 1,5 ml e a
guantidade de proteinase k foi diminuida de 10 para 3 pl (0,05 pg/ul). Com essa
modificacdo foi obtido RNA de qualidade adequada para ser empregado em analises
de expresséo génica.

A integridade do RNA foi comprovada por eletroforese em gel de agarose a
1,0%, onde foi possivel a visualizacdo de bandas correspondentes as subunidades

de RNAs ribossomais 23S e 16S (Figuras 8, 9 e 10).

23S
16S

Figura 8. Gel de agarose a 1,0% das amostras de RNA referentes ao experimento
de pH, evidenciando a integridade das duas subunidades ribossomais do rRNA 23S
e 16S. As colunas na imagem referem-se aos isolados bacterianos testados.Sendo
A: G38-ph7,0; B: G15-pH7,0; C: 67-pH-7,0; D:72b-pH7,0; E: A3-pH7,0; F: 10-pH7,0;
G:67-pH10,0; H: 10-pH10,0; I: G38-pH10,0; J: G15-pH10,0; K: A3-pH10,0. (Fonte:
Arquivo pessoal, 2015)

23S
16S

Figura 9. Gel de agarose a 1,0% das amostras de RNA referentes ao experimento
de temperatura, evidenciando a integridade das duas subunidades ribossomais do
rRNA 23S e 16S. As colunas na imagem referem-se aos isolados bacterianos
testados. Sendo: A: G38-T28; B : A3-T28; C: 67-T28; D: 10-T28; E: 72b-T28; F: G15-
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T28; G: 67-T31; H:72b-T31; I: 10-T31; J: A3-T31; K: G38-T31; L: G15-T31; M: 72b-
pH10,0 (Fonte: Arquivo pessoal, 2015)

23 s
16 s

FIGURA 10. Gel de agarose a 1,0% das amostras de RNA do experimento de
diferentes concentragbes de amonia, evidenciando a integridade das duas
subunidades ribossomais do rRNA 23S e 16S. As colunas na imagem referem-se
aos isolados bacterianos testados com o tratamento aplicado. A: 67-0,1; B: G38-0,1;
C: G15-0,1; D: A3-0,1; E: 10-0,1; F: 72b-0,1; G: 67-0,9; H: G38-0,9; I: G15-0,9; J: A3-
0,9; K: 10-0,9. As imagens das colunas A e C, extravasaram durante a aplicacédo da
amostra(Fonte: Arquivo pessoal, 2015)

A verificacdo da pureza do RNA extraido foi realizada por andlise em
espectrofotometro. As médias das razbes das leituras 260/280 nm para 0s
experimentos de pH, temperatura e concentragdao de amonia foram de 2,24 + 0,66,
2,13 £0,07e 2,18 +0,30, respectivamente, e as médias das concentracdes de RNAs
obtidas foram de 423,7 ng/uL +285,4, 535,6 ng/uL +83,45 e 568,2 ng/uL + 139,4,
respectivamente. A obtencdo de RNA de boa qualidade é um passo critico para
realizacdo e reprodutibilidade da técnica de RT-qPCR (BUSTIN; NOLAN, 2004;
BUSTIN et al.,, 2009). O RNA de boa qualidade deve apresentar uma razdo das
absorbéancias 260/280 nm igual ou superior a 1,8 (SAMBROOK et al., 2001), o que
indica auséncia ou baixa contaminacéo por proteinas. O presente estudo apresentou
razdo de absorbancias adequada, permitindo assim a utilizacdo experimentos de
PCR em tempo real.

A obtencdo da concentragdo do RNA em ng/ul, através da leitura em
espectrofotometro, € uma medida muito importante também, uma vez que é
necessaria a utilizacdo da mesma quantidade de RNA total, de todas as amostras de
um dado tratamento, no momento de sintese de cDNA. Isso ird garantir que as
diferencas obtidas de expressdo génica sejam devidas a diferentes concentracoes

de mRNA e nédo por qualguer uma outra etapa anterior a gPCR (BUSTIN; NOLAN
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2004). No presente estudo foi utilizada a mesma concentracdao de RNA total para
todas as amostras de um dado tratamento.

6.5.2. Iniciadores para a gPCR

Foram desenhados iniciadores para os genes constitutivos (RopD, 16S rRNA
e GyrA) e, para 0s genes a terem sua expressao quantificada (fla, lipase e
aerolisina). Eles estdo apresentados na Tabela 10. Todos os iniciadores foram

delineados para amplificar um fragmento menor que 250 pb.

Tabela 10. Iniciadores delineados para realizacdo da Reag¢do em Cadeia da Polimerase em Tempo
Real.

Tamanho do Gene
fragmento
Iniciador Sequéncia amplificado
em pares de
bases
RopD-F ACCCGGAAGCGATTACCTAT 204 Ropd
RopD-R CATCACCGTCTTCGTCTTCA
16S rRNA
165 IRNA. F GGCCTTGACATGTCTGGAAT 230 r
16S rRNA- CGTAAGGGCCATGATGACTT
R
GyrA-F GTGCCGTGTATGACACCATC 214 GyrA
GyrA- R ATCTCGGTGCCGTCATAGTT
i Fla
F}!g%_”g" TTTCCAAGTTGGTGCTGATG 166
Flagellin, AGTCGTTGTTGTTGCTGTCG
flaA- R
Lipase
Lipase- F CTACCCCGTCAGCTCATCAT 231 P
Lipase- R TCTCCGTGGAGAATTTCAGG
o Aerolisina
Aerolisina- F ATGAGTTCAAGGCCGATGTC 203
Aerolisina- R CCAGTCCCACCACTTCACTT

A eficiéncia dos iniciadores foi calculada pela obtencéo de uma curva padrao
elaborada através da diluicdo de amostras de cDNA. O coeficiente angular da reta
(slope), correlagcdo (correlation) e eficicéncia dos iniciadores, de cada gene
analisado, podem ser visualizados nas Figuras 11, 12, 13, 14, 15. Todos os genes
apresentaram correlacdo maior que 99% e eficiéncia dos iniciadores de 100%. Nao

foi possivel construir a curva padréo para analise do gene da lipase, pois 0 mesmo
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foi pouco transcrito nos isolados, ndo permitindo a obtencdo da diluicAo necesséria
para a construcao da curva padrao.

O calculo de eficiencia de amplificacdo dos iniciadores torna-se muito
importante para a reprodutibilidade dos dados obtidos. Outro fator importante é que
espera-se que a cada ciclo de PCR seja obtido o dobro de moléculas em relagéo ao
ciclo anterior e, se o iniciador n&o possuir uma eficiéncia de amplificagdo de 100%,
os valores de Ct deverédo ser corrigidos na analise dos dados de um experimento de
gPCR. Sendo que, os valores de eficiéncia préximos a 100% indicam inferéncias

mais confiaveis na andlise dos dados (PFAFFL, 2001).

Ct

[0

! ! I T ) . !

Concentration

Asszay:Targetl — SYBR Intercept:31.46 Slope:=3.5 Error:0.015 Correlation:—0.999
Efficiency:93.02

Figura 11. Curva de eficiéncia dos iniciadores para o gene 16S rRNA.
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Figura 12. Curva de eficiéncia dos iniciadores para o gene RopD.
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Figura 13. Curva de eficiéncia dos iniciadores para o gene GyrA.
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Figura 14. Curva de eficiéncia dos iniciadores para o gene fla.
36—
344
32— & @
304
23
24
22— hi
| | | I
2 3 4 5 ]
Concentration
Azsay:fAerolisina — SYBR Intercept:42.55 Slope:—3.33 Error:0.018 Corrslstion:—0.992
Efficiency:99.52

Figura 15. Curva de eficiéncia dos iniciadores para o gene Aerolisina.

6.5.3. Especificidade das reacdes de qPCR

A curva de melting dos iniciadores para os genes 16S rRNA, RopD, GyrA, fla
e aerolisina estao representadas nas figuras 16, 17, 18, 19, 20, respectivamente. No
presente estudo foi possivel verificar apenas um pico para cada gene estudado,
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demonstrando a especificidade da reacéo. A curva de melting representa o ponto em
que 50% dos produtos amplificados estdo na forma de fita simples e 50% na forma
de fita dupla. Esta andlise permite a diferenciacdo de produtos especificos
(visualizacdo de um unico pico) de produtos inesperados, onde se visualizariam
vérios picos (RANDEGGER; HACHLER, 2001).

Derivatives

66 69 72 75 78 81 84 87 S0
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Figura 16. Curva de melting para o gene 16S rRNA.
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Figura 17. Curva de melting para o gene RopD.
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Figura 18. Curva de melting para o gene GyrA.
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Figura 19. Curva de melting para o gene fla.
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Figura 20. Curva de melting para o gene aerolisina.

A especificidade do iniciador pode ainda ser comprovada através da
visualizacdo de uma Unica banda e com tamanho especifico no gel de agarose
(Figura 21). Sendo que, a presenga de mais de uma banda pode indicar a
inespecificidade do iniciador (O’HAENE; VANDESOMPELE; HELLEMANS, 2010).

A B C D E

500 pb
400 pb

300 pb

200 pb

Figura 21. Gel de agarose com produtos oriundos da PCR em tempo real, para
verificagdo da especificidade do iniciador através da presenca de uma Unica banda
correspondendo ao tamanho do iniciador desenhado no presente estudo. Sendo A:
16S rRNA (230pb), B: RopD (204pb), C: GyrA (214pb), D: aerolisina (203pb), E: fla
(166pb).

6.5.4. Escolha do gene constitutivo
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Neste estudo foram testados trés genes constitutivos, sendo eles RopD, 16S
rRNA e GyrA. Genes de referéncia ou constitutivos sdo genes que ndo devem
apresentar diferenca de expressdo em funcdo do tratamento aplicado. S&o genes
gque normalmente sdo expressos em niveis basais pela célula, pois estédo
relacionados com a codificagdo de produtos pertencentes a componentes
constitutivos da célula como rRNA, subunidades da DNA polimerase ou de outra
enzima envolvida com a replicacdo celular, etc... Genes constitutivos sao
necessarios para a normalizacdo das reacfes de gPCR (BUSTIN et al., 2009), pois
a expressao do gene alvo serd comparada com a expressdo do gene constitutivo. A
literatura aponta que devem ser testados no minimo trés genes para determinacdo
daquele que apresenta maior estabilidade de expressdo na célula
(VANDESOMPELE et al., 2002; BRUDAL et al., 2013). O presente trabalho testou
trés genes constitutivos para a normalizacdo das reacfes, seguindo 0s critérios
indicados para estudos envolvendo gPCR.

Nos experimentos envolvendo diferentes pHs e temperaturas o gene 16S
rRNA foi 0 que apresentou menor variagcdo dentre as amostras em cada tratamento
(Figuras 22 e 23). Nos dois experimentos foram obtidas amplificagées de todas as
amostras para o gene 16S. No entanto, para o gene GyrA demonstraram
amplificacdo apenas 50% e 66,66% das amostras nos experimentos de pH e
temperatura, respectivamente. E, para o gene RopD demonstraram amplificacédo
91,66% e 33,33% das amostras nos experimentos de pH e temperatura,
respectivamente. A auséncia de amplificacdo dos genes GyrA e RopD em todas as
amostras também colaborou para indicacdo do 16S rRNA como o melhor gene a ser

utilizado como constitutivo.
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Figura 22. Resultado da andlise de variabilidade de expressdo dos genes
constitutivos 16S rRna, RopD e GyrA para a variavel pH segundo ranking do Coton
EST Database, que se baseia nas analises de Delta Ct, Bestkeeper, NormFinder e
Genorm. (Fonte: Arquivo pessoal, 2015)
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Figura 23. Resultado da analise de variabilidade de expressdo dos genes
constitutivos 16S rRNA, RopD e GyrA para a variavel temperatura segundo ranking
do Coton EST Database, que se baseia nas andlises de Delta Ct, Bestkeeper,
NormFinder e Genorm. (Fonte: Arquivo pessoal, 2015)

No experimento referente a diferentes pontos de amonia o teste Bestkeeper e
Genorm indicaram o gene 16S rRNA como o melhor constitutivo, mas na avaliagdo
geral o gene GyrA foi o primeiro colocado (Figura 24). Nesse experimento, somente

58,33% das amostras demonstraram amplificacdo para o gene GyrA e 83,33% das
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amostras apresentaram amplificacdo para o gene RopD. Ja para o gene 16S rRNA
todas as amostras apresentaram amplificacdo. Esse fato levou a escolha do gene
16S rRNA, e ndo do GyrA, como o gene constitutivo desse experimento.

O gene 16S rRNA é responsavel pela codificacdo da subunidade 16S de
ribossomos em organismos procariotos, sendo um dos principais genes constitutivos
destes organismos e utilizado em diversos trabalhos de expressao génica (LI et al.,
2011; BRUDAL et al., 2014; CARVALHO, 2014).

Ranking Order (Better—-Good--Average)
Method 1 2 3
Delta CT Gyr 185 Ropd
BestKesper 185 Gyr Ropd
Mormfinder Gyr 185 Ropd
Genorm 185 | Gyr Ropd

Recommended comprehensive ranking Gyr 165 Ropd
Comprehensive Ranking Delta CT Bestieeper Mormfinder Genorm

Genesz Geomean of ranking values
Gyr 1.19
165 1.41
Ropd 3.00

Comprehensive gene stability

165 Rapd

<== Most stable genes Least stable genes ==>

Figura 24. Resultado da analise de variabilidade de expressdo dos genes
constitutivos 16S rRna, RopD e GyrA para a variavel ambnia segundo ranking do
Coton EST Database, que se baseia nas analises de Delta Ct, Bestkeeper,
NormFinder e Genorm. (Fonte: Arquivo pessoal, 2015)

6.5.5. Quantificacdo relativa por gPCR de genes de viruléncia em isolados de
Aeromonas spp. submetidas a diferentes variaveis fisicas e quimicas da agua
No presente trabalho foi realizada a quantificacdo de mRNA através da
técnica de RT-PCR em tempo real com o método de quantificacdo relativa,
comparando-se os Cts dos genes alvo fla e aerolisina com os Cts do gene
constitutivo 16S rRNA (PFAFFL, 2002), para os dados obtidos para os experimentos
de pH, temperatura e concentracdo de amonia, sendo esses experimentos

independentes.
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A andlise de gPCR para o gene fla indicou que as diferentes concentracdes
de aménia testadas (0,9 e 0,1 mg/L) influenciaram a expressao desse gene (p<0,05).
Sendo que o gene fla demonstrou ser mais expresso no grupo submetido a condicéo
de 0,9 mg/L de ambnia em relacdo ao grupo controle de 0,1 mg/L Entretanto ndo
foram observadas diferencas significativas dos fatores pH e temperatura sobre a
expressao génica do gene fla (p= 0,05). Assim, a variagdo de amdnia no meio
demonstrou estimular mais a capacidade da bactéria em expressar o flagelo polar do
gue os outros fatores ambientais testados. Isto pode ser explicado pelo fato de
algumas bactérias como as Aeromonas spp. serem capazes de utilizar a amoénia
como fator de crescimento, dessa forma a maior disponibilidade de amoénia no
ambiente aquatico pode induzir a expressdo deste gene devido a oferta de
nutrientes desejaveis ao crescimento bacteriano (MARTINS, 2005). O gene da
aerolisina ndo demonstrou diferenga de expressao em nenhum dos trés tratamentos
(p=0,05). O gene da lipase se mostrou pouco expresso, demonstrando amplificagao
apos o ciclo 30, ndo permitindo assim sua analise.

As Aeromonas spp. sdo micro-organismos encontrados em diversos tipos de
ambientes, muitas vezes fazendo parte da microbiota de peixes, entretanto sao
considerados oportunistas, e produzem uma viruléncia considerada multifatorial
(JANDA; ABBOTT, 2010). Dentre os fatores de viruléncia pode-se mencionar a
presenca flagelo polar relacionado com a motilidade bacteriana e com 0s processos
de adesdo e colonizacéo (KIROV et al., 2002).

De acordo com os resultados do presente trabalho foi possivel observar que
houve maior expressdo do gene fla no grupo submetido a maior concentracdo de
amonia. Os resultados do experimento de crescimento bacteriano in vitro (item 6.3.)
demonstraram que na concentracdo de 0,9 mg/L houve maior crescimento
bacteriano do que no grupo controle (0,1 mg/L). A funcdo do flagelo codificado pelo
gene fla estd relacionada com a formacdo de biofilme, estrutura importante de
protecdo bacteriana, e com a motilidade do micro-organismo (CANALS et al.,,
2006b). Os biofilmes séo estruturas compostas por uma matriz polissacaridica e
arranjos bacterianos, que funcionam como um mecanismo inicial de viruléncia. Essa
estrutura permite a adesao bacteriana em superficies inanimadas ou bidticas, para
que as bactérias possam se proteger de agentes externos e se preparar a expressao
de mecanismos de viruléncia como producdo de toxinas(CANALS et al., 2006a;
ANGELES-MORALES et al., 2012). Assim, o biofilme pode funcionar como uma
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estratégia de sobrevivéncia e adaptacdo a intemperes ambientais (TRENTIN;
GIORDANI; MACEDO, 2013). Os resultados dos experimentos in vitro e de
expressdo génica comprovam que a maior quantidade de amodnia aumenta a
proliferacéo bacteriana que pode estar protegida na estrutura do biofilme, estando as
bactérias preparadas para atacar um hospedeiro. No entanto, os resultados do
experimento in vivo (quando se inoculou Aeromonas em peixes submetidos a
diferentes condi¢cdes ambientais) demonstraram que a mortalidade dos peixes nao
aumentou em funcdo da quantidade de amonia no meio. Assim, o0 estabelecimento
do processo doenca parece estar muito mais associado ao imunocomprometimento
do peixe do que as condicdes ideais para maior crescimento bacteriano.
Ressaltando que as concentracdes de amonia utilizadas no experimento in vivo, hao
ultrapassaram o limite de tolerancia dos peixes, sendo assim, o experimento nao
conteve uma quantidade capaz de causar estresse no animal, ndo ficando esse
susceptivel a instalacdo de Aeromonas que é uma bactéria oportunista. O aspecto
oportunista dessa bactéria j4 foi relatado na literatura quando Aeromonas foram
isoladas principalmente de pacientes imunocomprometidos (MARQUES, 2011).

A aerolisina é um fator de viruléncia produzido através do sistema de
secrecao tipo I, relacionado com citotoxicidade e hemdlise (CHAKRABORTY et al.,
1987). A lipase também é um fator de viruléncia, estando envolvida com alteracdes
na cascata imunoldgica do hospedeiro, por atuacdo na degradacdo de lipideos
(ANGUITA et al., 1993). No presente estudo aerolisina ndo apresentou expressao
diferencial em funcdo dos tratamentos in vitro e a lipase ndo apresentou expressao
suficiente para andlise. No entanto, se esses genes foram amplificados pela técnica
de RT-gPCR significa que os isolados estavam expressando esses genes, mesmo
gue em nivel basal. A expressdo basal desses fatores de viruléncia indicam mais
uma vez que O micro-organismo se encontra apto a se instalar e desenvolver
infecg@o. Mas isso sO vai acontecer se 0 animal estiver debilitado, o que foi indicado
pelos experimentos in vivo, onde somente se observou aumento de mortalidade em
condi¢cbes estressantes para os peixes (Tabelas 7,8 e 9). Por outro lado, o aumento
de expressao desses fatores de viruléncia, que estdo diretamente relacionados com
instalacdo da infeccdo no hospedeiro, s6 deve acontecer se 0 patdgeno estiver em
processo de infeccdo, evitando assim gasto desnecessario de energia (CARLOS,
2008).
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Trabalhos que envolvam a andlise d e expressdo desses genes quando em
contato com o hospedeiro podem elucidar como se da o processo de instalacdo da

infeccéo.

7. CONCLUSOES

Com a realizagcdo do presente trabalho foi possivel identificar a presenca dos
fatores de viruléncia aerolisina, elastase, lipase, ast, laf e fla nos isolados de
Aeromonas spp. o que indica o potencial de viruléncia desses isolados.

Os fatores ambientais pH, temperatura e concentracdo de amonia
influenciaram o crescimento de Aeromonas spp. in vitro o que indica que esses
fatores sdo importantes para as taxas de replicacdo do micro-organismo.

Foi observado que diferentes pHs e concentracbes de ambnia na agua
influenciaram a mortalidade de tilapias do Nilo inoculadas com Aeromonas spp..

Os resultados dos experimentos in vitro e in vivo sugerem que os fatores
ambientais ndo atuam da mesma forma sobre a taxa de replicacdo bacteriana e a
viruléncia do micro-organismo. Estando a viruléncia muito mais relacionada com a
condicao de estresse que o animal est4 submetido.

O gene relacionado com a formacéo de biofilme (fla) apresentou expressao
aumentada em funcdo do aumento de amodnia no meio de cultura, demonstrando
gue a bactéria pode se encontrar protegida na estrutura de biofilme, apta para atacar
o hospedeiro.

Apesar dos isolados nao apresentarem diferenca de expresséo nas condi¢cdes
testadas para o gene aerolisina e ter apresentado pouca expressao do gene da
lipase, ndo permitindo sua analise pela técnica utilizada, todos os isolados testados
demonstraram expressao basal desses dois genes em todos os tratamentos,
demonstando que a Aeromonas spp. codifica os fatores de viruléncia
constantemente e, que esta apta a atacar o hospedeiro. Porém, como demonstrado
nos experimentos in vivo do presente estudo, o processo doenca somente sera
instaurado se o hospedeiro estiver debilitado, fato que é caracteristico de um

patdgeno oportunista.
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Figura 2. Curva padréo, utilizada no método do azul de indofenol, para detec¢gdo da amdnia na agua.
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Figura 3. Eletroferograma obtido para analise dos isolados quanto sendo pertencentes ao género

Aeromonas spp.

Figura 4. Placas contendo TSA inoculadas com diferentes diluicdes de Aeromonas spp. para
verificagdo da concentracdo de inéculo adequada para contagem de Unidades Formadoras de
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Colbnias. Imagem A: diluicio 107 |magem B: diluicdo 10 Imagem C: diluicdo 10> Imagem D:
diluicdo 10™; Imagem E: diluigdo 10°; Imagem F: diluigdo 10°. As contagens realizadas nas diluictes
de 10-7 a 10 9 nao foram registradas fotograflcamente devido ao baixo nimero de UFC (< 30). Fonte:

Arquivo pessoal, (2014)

Figura 5. Isolado G15 submetido a diferentes pHs demonstrando o crescimento bacteriano. Letras, A,
B, C, D e E representam os pHs 5,0, 7,0, 8,0, 9,0 e 10, respectivamente. Fonte: Arquivo pessoal,

(2014)

Figura 6. Isolado G38 submetido a diferentes temperaturas. Placa A: Temperatura 28 °C, placa B:
Temperatura 31 °C. Fonte: Arquivo pessoal, (2014)
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Figura 7. Isolado G15 submetido a diferentes concentra¢des de aménia. Placa A: 0,9 mg/L, placa B:
1,2 mg/L, placa C: 0,6 mg/L, placa D: 0,1 mg/L e placa E 0,3 mg/L. Fonte: Arquivo pessoal, (2014)



